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INTRODUCTION 
 
 Les lymphomes non hodgkiniens (LNH) sont de plus en plus fréquents et représentent 
aujourd’hui le cinquième type de cancer au monde. Leur incidence est en constante augmentation et ces 
pathologies constituent un véritable problème de santé publique. Les LNH regroupent un panel 
hétérogène de pathologies originaires de cellules lymphatiques. Parmi les LNH à cellules B matures, la 
leucémie lymphoïde chronique (LLC) constitue la forme de leucémie de l’adulte la plus fréquente en 
occident. Cette pathologie est très hétérogène puisque certains patients n'ont jamais besoin de 
traitement, alors que d'autres nécessitent une intervention thérapeutique. Une caractéristique majeure 
des cellules de LLC est leur résistance accrue à l’apoptose physiologique. Cette résistance est le résultat 
d’une combinaison de facteurs intrinsèques à la cellule, et de facteurs extrinsèques liés au 
microenvironnement des cellules leucémiques.  Au cours de ces dernières années de nombreux travaux 
ont permis une meilleure compréhension de cette pathologie et ont mis en avant les rôles clés des 
interactions du microenvironnement, de la signalisation issue du récepteur de l’antigène (le BCR) qui 
joue un rôle majeur dans le développement des LNH et l’émergence de l’importance des protéines anti-
apoptotique de la famille BCL-2 et plus particulièrement de MCL-1. 
 Malgré tous les progrès de ces dernières années, la LLC reste à ce jour une maladie incurable. De 
nouvelles approches thérapeutiques et de nouveaux agents pharmacologiques sont constamment 
éprouvés lors d’essais cliniques. Plus récemment ont été mis en exergue les dysfonctionnements du 
système ubiquitine-protéasome dans les cellules cancéreuses. Le ciblage du système ubiquitine-
protéasome (UPS) constitue une nouvelle approche dans le traitement des hémopathies malignes. La 
protéine MCL-1, dont la demi-vie est très courte, est fortement régulée par ce système de dégradation 
des protéines au sein de la cellule. Une première partie de ce travail de thèse a été de déterminer 
quelles pouvaient être les enzymes de déubiquitination (DUBs) impliquées dans  la stabilisation de MCL-
1, lui permettant d’échapper à la destruction par le système ubiquitine-protéasome et favorisant de fait 
les phénomènes de survie des LLC. 
 Les résistances aux thérapies actuelles sont fréquentes dans la LLC, c'est pourquoi il est 
nécessaire de découvrir des alternatives à ces traitements. Ainsi, dans des études récentes, le FTY720 a 
montré un effet cytotoxique dans des hémopathies sans toutefois que son mécanisme d’action soit 
clairement expliqué. Une deuxième partie de ce travail de thèse s’est donc porté sur la caractérisation de 
la mort induite par le FTY720, un analogue de la sphingosine, utilisé comme immunosuppresseur dans la 
sclérose en plaques. 
 
4 
 
I. Les lymphomes non hodgkiniens 
I.A. Définition 
Les lymphomes sont des tumeurs solides du système immunitaire développées à partir des tissus 
lymphoïdes. Les lymphomes Hodgkiniens comptent pour 10% de la totalité des lymphomes et les 90 % 
restant sont classifiés comme des lymphomes non hodgkiniens (LNH). Les LNH sont des lymphomes 
développés à partir de cellules B (85% des cas) ou T (15% des cas). Le pronostic global est très variable 
selon les différentes formes histologiques. Ces formes peuvent être classées selon des progressions 
indolentes ou agressives (Shankland et al., 2012; Young and Staudt, 2013). 
Les lymphomes de haut grade ou agressifs, de par leurs symptômes, vont nécessiter 
l’instauration d’un traitement immédiat du patient. Les lymphomes diffus à grandes cellules B (DLBCL) 
représentent environ 60 % et les lymphomes du manteau environ 20% des formes agressives.  Les 
lymphomes agressifs constituent 50 à 60% des LNH. 
Dans les lymphomes de bas grade ou indolents,  dont le lymphome folliculaire constitue 80% des 
cas, un traitement n’est pas initialement nécessaire. L’évolution de la pathologie va s’étaler dans le 
temps avant de nécessiter des soins. Un lymphome indolent peut se transformer en une forme agressive 
(15 à 40% de chances selon l’histologie initiale). Parmi les formes indolentes, la leucémie lymphoïde 
chronique constitue la forme de leucémie la plus fréquente chez l’adulte. 
 
I.B. Epidémiologie 
Les LNH couvrent un panel de plus de 30 pathologies différentes, mais toutes d’origine 
lymphatique. En France, les LNH représentent 3 % de l’ensemble des cancers et se situent au 7ème rang 
des cancers les plus fréquents chez l’homme et au  6ème rang chez la femme. 3 700 décès annuels, dont 
54 % chez l’homme, leur sont imputables, ce qui représente 2,5 % des décès par cancer (Institut de veille 
sanitaire, 2013).  
Deux patients sur trois ont plus de 60 ans lors du diagnostic de la pathologie. La fréquence des 
différents sous-types de LNH varie considérablement d’une région géographique à l’autre. Par exemple, 
les lymphomes T de l’adulte avec infection par le virus T-lymphotrope humain de type 1 sont plus 
fréquent en Asie de l’est alors que dans les autres régions, ce sont les lymphomes T ou NK (Natural Killer) 
associés à une infection par le virus Epstein-Barr qui prédominent. De même, les lymphomes folliculaires 
sont plus fréquents en Europe de l’ouest et en Amérique du nord. A l’inverse, les DLBCL se retrouvent à 
une fréquence commune équivalente dans le monde entier. L’incidence est en constante augmentation 
dans plusieurs régions du globe dont l’Europe (Shankland et al., 2012).  
 
I.B.1 Les facteurs de risques cliniques et environnementaux 
Les facteurs de risques entraînant le développement d’un LNH les mieux caractérisés sont 
l’immunosuppression, la transplantation d’organes (en particulier de cellules souches accompagnées de 
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fortes doses de chimiothérapie) ou les transplantations entraînant des syndromes d’immunodéficiences 
ou de maladies auto-immunes. Les virus capables d’induire des immunodéficiences augmentent le risque 
de déclencher des LNH. C’est le cas par exemple du virus T-lymphotrope humain de type 1, du virus 
d’Epstein-Barr, du virus de l’hépatite C et des infections par Helicobacter pylori, Borrelia burgdorferi ou 
Chlamydia psittaci (Zhang et al., 2011b). 
Les facteurs environnementaux et les modes de vie sont capables d’influencer les risques de 
développer un LNH spécifique. Par exemple, la consommation de cigarettes favorise les risques de 
développer un lymphome folliculaire. La consommation d’alcool apparait comme capable de diminuer 
les risques de développer un LNH. L’obésité augmente les risques de contracter un DLBCL. L’exposition 
aux solvants et certains produits chimiques augmente l’incidence des LNH. L’impact de l’exposition aux 
U.V. reste quant à elle controversée (Zhang et al., 2011b). 
 
I.B.2 Les facteurs de risques génétiques 
 De nombreuses études démontrent que des polymorphismes génétiques augmentent les risques 
de développer des LNH. Ainsi, un polymorphisme spécifique des gènes Th1 et Th2 augmente les chances 
de déclarer des lymphomes B. Des variations génétiques régionales dans les gènes TLR10, TLR1 et TLR6 
augmentent les risques de LNH (Zhang et al., 2011b). Une vaste étude portant sur 1 253 polymorphismes 
génétiques a révélé que le polymorphisme des gènes TRAF1, RIPK3, BAT2, TLR6, MAP3K5, DUSP2, CREB1, 
B3GNT3, SELPLG, LSP1, FGG et ITGB3 peuvent être reliés à la tumorigénèse des LNH (Cerhan et al., 2007). 
Des polymorphismes d’un seul nucléotide (SNPs) des gènes GPX1, NOS2A, SOD2, AKR1A1, et CYBA sont 
reliés aux risques de LNH (Lan et al., 2007). 
 Les translocations chromosomiques t(3,22) retrouvées dans les DLBCL et t(14,18) retrouvées 
dans les lymphomes folliculaires sont des marqueurs des LNH. Des aberrations chromosomiques dans les 
voies de réparations de l’ADN double brin et du métabolisme du carbone sont des facteurs de risque 
pour les LNH (Zhang et al., 2011b).  
 
I.C. Critères de diagnostic et classification des lymphomes non hodgkiniens 
 Les LNH présentent plus d’une trentaine de sous-types différents (voir tableau 1). Ces différents 
lymphomes pourraient provenir d’une expansion clonale maligne des lymphocytes à différents stades du 
processus de développement des cellules lymphatiques. Les anciennes classifications se basaient sur la 
morphologie des LNH. Mais les récentes avancées dans la compréhension des différentes étapes du 
développement lymphocytaire ont permis de mieux cerner l’origine de ces pathologies et ont dû entrer 
en compte dans la classification des LNH. Ainsi, le groupe international d’étude des lymphomes a établi 
la REAL (Revised European and American Classification of Lymphoid Neoplasms), régulièrement mise à 
jour par la World Health Organization. Elle tient compte des caractéristiques cliniques, morphologiques, 
immunophénotypiques et génétiques. Chaque LNH possède des caractéristiques différentes, mais elles 
peuvent être regroupées en lymphomes de bas ou de haut grade selon leur indolence ou leur agressivité 
(Hennessy et al., 2004; Shankland et al., 2012).  
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 Tableau 1 : Sous-type de lymphomes non hodgkiniens d’après la classification WHO 2008. (Tirée de Shankland et 
al., 2012) 
 
I.C.1 Les différents stades des LNH 
Les LNH peuvent être classés en quatre stades décrits par Ann Arbor (tableau 2) durant 
l’évolution de la pathologie et vont déterminer sa gravité. 
 
Tableau 2 : Système de stades d’Ann Arbor. (Tirée de Shankland et al., 2012) 
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Le stade I implique une seule région ganglionnaire, ou un organe unique ou un unique site extra-
lymphatique atteint. Le Stade II de la maladie correspond à deux ou plusieurs ganglions lymphatiques 
atteints mais se situant du même côté du diaphragme, ou dont la localisation sur un organe ou un site 
extra-ganglionnaire et une ou plusieurs régions ganglionnaires se situe du même côté du diaphragme. La 
phase III implique des régions ganglionnaires atteintes des deux côtés du diaphragme avec, 
éventuellement, une atteinte de la rate ou d'un organe extra-ganglionnaire, ou des deux. Le stade IV de 
la maladie est caractérisé par une atteinte diffuse de un ou plusieurs sites extra-nodaux, tel que le foie 
ou la moelle osseuse. La présence de symptômes généralisés tels qu’une fièvre supérieure à 38 ° C, des 
sueurs nocturnes  et une perte de plus de 10% du poids corporel au cours des 6 mois précédant le 
diagnostic, peut accompagner chacun de ses stades. 
 
I.C. 2 L’index de pronostique international (IPI) 
 L’index de pronostique international (IPI) est le modèle de pronostique le plus utilisé pour les 
LNH. Cet index s’intéresse à différentes caractéristiques cliniques lors du diagnostic d’un LNH : 
- âge du patient (≤60 ans vs > 60 ans) 
- concentration de lactate déshydrogénase (normale vs anormale) 
- l’état de santé du patient à travers le statut  de performance du Eastern Cooperative Oncology Group 
(<2 vs ≥2) 
- stade Ann Arbor (I/II vs III/IV) 
- le nombre de sites extra-ganglionnaires atteints (≤un vs> un). 
A partir de là, quatre groupes de risques sont déterminés : risque faible (zéro à  une 
caractéristique clinique), risque  intermédiaire bas (deux caractéristiques), risque intermédiaire haut 
(trois caractéristiques) et risque élevé (quatre à cinq caractéristiques). 
Appliqués à 2 031 patients, ces groupes de risque ont montré une espérance de vie à 5 ans de 
73%, 51%, 43% et 26%, respectivement. L'âge est un important marqueur rapidement associé à un 
mauvais pronostique. Cependant, les patients âgés qui sont en mesure de recevoir une chimiothérapie 
ont des taux de survie similaire aux patients plus jeunes (Hennessy et al., 2004).  
La grande hétérogénéité biologique et l’étude de l'expression des gènes des DLBCL a permis 
d’identifier deux grands sous-groupes dans cette pathologie : ceux dont l’origine vient du centre 
germinatif, connus sous le nom de lymphome B du centre germinatif (typiquement CD10 + et BCL6 +) et 
ceux provenant de cellules ressemblant à des cellules B activées (typiquement IRF4 / MUM1 +/- et 
CD138 +). Cette distinction clinique s’est avérée pertinente, car la survie sur 5 ans est de 76% pour le 
sous-groupe du centre germinatif  contre 16% pour le groupe à cellules B activées (Alizadeh et al., 2000). 
L’évolution des traitements rend cette question toujours d’actualité car une évaluation portant sur 153 
patients traités en thérapie R-CHOP (rituximab, cyclophosphamide, vincristine, doxorubicine et 
prednisolone) a montré chez les deux sous-groupes une  augmentation de la survie générale par rapport 
aux témoins historiques traités avec un traitement CHOP (avant l’avènement du rituximab), mais le sous-
groupe du centre germinatif présentait une survie globale de 86% sur 3 ans alors que le sous-groupe à 
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cellules B activées présentait 68% de survie (Lenz et al., 2008). Ces caractéristiques font que l’IPI pour 
cette pathologie est toujours en court de validation. 
L'IPI est moins utile dans le lymphome folliculaire. En effet, beaucoup moins de patients 
présentent de hauts risques pour cette pathologie, Ainsi un index pronostique international de 
l’évolution du lymphome folliculaire (FLIPI) a été élaboré. Trois de ses cinq variables pronostiques sont 
identiques à ceux de l’IPI : l'âge, le stade Ann Arbor, et la concentration dans le sérum de lactate 
déshydrogénase. Les deux autres variables sont le taux d'hémoglobine (<12 g/L vs ≥12 g/L) et le nombre 
de sites ganglionnaires impliqués (>4 vs ≤4). Les patients sont ainsi répartis dans l'un des trois groupes de 
pronostiques : faible (de zéro à une variable), intermédiaire (deux variables) ou élevé (trois ou plus). Ces 
groupes ont une espérance de vie sur 10 ans de 71%, 51% et 36% respectivement. Le FLIPI doit encore 
être validé depuis l’arrivée du rituximab (Hennessy et al., 2004; Shankland et al., 2012). 
 
I.D Physiopathologie et origine cellulaire des lymphomes non hodgkiniens 
 Les LNH sont un groupe très hétérogène de pathologies comme le montre leur classification. 
Pour comprendre par quels mécanismes les LNH se développent, il est nécessaire de comprendre les 
étapes de développement d’une cellule B normale. En effet, c’est lors de ses étapes de maturation que 
vont se rencontrer des évènements  oncogéniques qui vont conduire à la formation des LNH. 
 
I.D.1 Origine et développement des lymphocytes B normaux 
 Toutes les cellules du système immunitaire se différencient à partir d’un précurseur commun : la 
cellule souche hématopoïétique (HSC) (Figure 1). La HSC se différencie en un progéniteur multipotent 
(PMP) qui a perdu la capacité d’autorenouvellement de la HSC mais possède le potentiel de se 
différencier en plusieurs lignages. Une partie des PMP va engendrer les précurseurs lymphoïdes 
communs (CLP) à l’origine des lymphocytes B (Figure 3), des lymphocytes T, des cellules « Natural killer » 
et des cellules dendritiques. Le développement précoce des cellules B se déroule dans la moelle osseuse 
chez l’homme. Il est régulé par l’action concertée de cytokines et par l’expression séquentielle de 
facteurs de transcription d’une part et l’expression à la surface du récepteur à l’antigène d’autre part 
(LeBien and Tedder, 2008; Nutt and Kee, 2007). 
Un évènement crucial dans la spécification du lignage B est l’expression des facteurs de 
transcription E2A et EBF1 (early B cell factor 1). Le facteur EBF1, sous le contrôle des E2A (Kee and 
Murre, 1998) va engager spécifiquement les précurseurs lymphoïdes dans la voie de différenciation des 
lymphocytes B, pour atteindre un stade pro-B (Figure 1) (Lin and Grosschedl, 1995). Ces facteurs de 
transcription vont induire l’expression du facteur de transcription PAX5 qui permet le passage au stade 
pré-B. Ce facteur de transcription permet notamment l’expression de nombreux récepteurs et 
composants du récepteur aux lymphocytes B (BCR) (Nutt and Kee, 2007). 
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 Figure 1 : Etapes de maturation des lymphocytes B. Les stades majeurs du développement B sont représentés avec 
pour chacun les facteurs de transcription clés impliqués. HSC : cellule souche hématopoïétique ; CLP : précurseur 
lymphoïde commun ; BCR B cell receptor, récepteur aux lymphocytes B. (Adaptée de Nutt and Kee, 2007). 
 
Aux différents stades du développement et de la différenciation B correspond une structure 
particulière du BCR, dont les étapes de différenciation sont également dépendantes. Le BCR est formé de 
4 sous unités de type immunoglobuline (Ig) : deux chaînes légères et deux chaînes lourdes. Le locus 
codant pour la chaîne lourde des Ig du BCR est localisé sur le chromosome 14 et subdivisé en gènes 
codants pour les régions variables (V), diversifiées (D), de jonction (J) et constantes (C) (Figure 2). La 
chaîne légère est codée à partir soit du gène κ du chromosome 2 soit du gène λ du chromosome 22. Les 
gènes codants pour la chaîne légère possèdent les régions V, J et C, mais ne possèdent pas de région D. 
Ces régions sont elles-mêmes divisées en segments séparés par des séquences de recombinaison 
somatique. Ces segments vont subir des réarrangements (Brack et al., 1978) via deux recombinases, les 
enzymes RAG1 et RAG2 (recombination-activating gene 1 and 2) (Oettinger et al., 1990). De plus, 
l’enzyme TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase) catalyse l’addition aléatoire de nucléotides aux 
segments de jonction, et ainsi augmente la diversité combinatoire. Chaque chaîne ne comportera alors 
qu’un seul segment de chaque région (Figure 2). Ces événements de recombinaison vont rythmer les 
étapes de différenciation des lymphocytes B et sont la marque de son niveau de maturation (Alt, 1986). 
 
 
Figure 2 : Recombinaison VDJ des segments des gènes 
codants pour la région variable de la chaîne lourde des 
Ig. Les segments des régions codant pour les  régions 
variables (V), diversifiées (D), de jonction (J) et 
constantes (C) vont subir un réarrangement DH-JH suivi du 
réarangement VH- DHJH (Tirée de Klein and Dalla-Favera, 
2008). 
Au sein de la moelle osseuse, les cellules pro-B vont d’abord subir un réarrangement des 
segments D et J de leurs chaînes lourdes suivi du réarrangement V et DJ (Figure 2). Si ce réarrangement 
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s’effectue avec succès, les premières chaînes lourdes Igµ sont exprimées à la surface des cellules pré-B. 
Elles font partie du complexe pré-BCR. Le pré-BCR est constitué de deux chaînes Igµ associées à deux 
pseudos chaînes légères (SLC : surrogate L chain), λ5 et VpreB, le tout étant associé aux sous-unités de 
signalisation Igα et Igβ du complexe CD79. Alors que le pré-BCR n’est exprimé que transitoirement, il 
représente un point crucial du développement B (Herzog et al., 2009). La signalisation issue du pré-BCR 
va permettre une prolifération accrue mais également l’inhibition du réarrangement des régions V et DJ 
sur l’autre allèle de la chaîne lourde permettant l’exclusion allélique et l’expression à la surface d’un 
récepteur à spécificité unique. De plus, cette signalisation permet une diminution de l’expression de la 
SLC, engendrant le réarrangement des gènes de la chaîne légère, et ainsi la différenciation des cellules 
pré-B en cellules B immatures (Geier and Schlissel, 2006; Herzog et al., 2009).  
Ces cellules B immatures vont alors subir une sélection négative. En effet, les cellules B 
exprimant un BCR capable de reconnaître les antigènes du soi (auto-réactif) vont être éliminées à 75% 
par apoptose. Toutefois certains lymphocytes B échappent à cette mort prématurée en rééditant à leur 
surface un nouveau BCR non auto-réactif. D’autres n’ayant qu’une affinité partielle pour l’antigène 
deviennent anergiques.  
Ces lymphocytes B immatures sont dits transitionnels. Ils ne reconnaissant aucun antigène 
autologue et vont co-exprimer transitoirement les immunoglobulines IgD et IgM membranaires de 
même spécificité antigénique (Geier and Schlissel, 2006). Ils expriment également la molécule CD23 à 
leur surface. La majeure partie des lymphocytes B va rejoindre les follicules primaires des organes 
lymphoïdes secondaires comme la rate, où vont s’accomplir les étapes de différenciation dépendantes 
des antigènes étrangers (Pillai and Cariappa, 2009). 
 
I.D.2 Différenciation des lymphocytes B dépendante de l’antigène 
Les cellules B naïves entrent dans la rate et vont rencontrer un antigène et lui répondre. Ces 
cellules vont soit directement se développer en cellules sécrétrices d’anticorps au sein des sites 
extrafolliculaires spécialisés (zone marginale), soit se différencier en cellules formant un centroblaste au 
sein d’un centre germinatif (Figure 3) (Klein and Dalla-Favera, 2008; Pillai and Cariappa, 2009). La 
décision des lymphocytes B de se différencier en cellules B de la zone marginale ou d’entrer en 
prolifération au sein des centres germinatifs dépend : de la rencontre antigènique qui peut être 
dépendante ou pas du lymphocyte T, de l’affinité du BCR pour l’antigène, mais également d’autres 
récepteurs comme le BAFF-R (receptor for B cell activating factor), associés à certaines voies de 
signalisation incluant la voie NF-kB et la voie Notch (Pillai and Cariappa, 2009). 
Les follicules nouvellement structurés en follicules secondaires sont dorénavant dotés d’une 
zone du manteau entourant le centre germinatif lui-même divisé en une zone claire et une zone sombre. 
L’ensemble étant séparé de la zone extrafolliculaire par la zone marginale (figure 3). 
Les centroblastes vont subir une intense prolifération au sein de la zone sombre du centre 
germinatif (Figure 3) (Allen et al., 2007). Se met alors en place le processus d’hypermutation somatique 
(HMS) qui mène à l’introduction aléatoire de mutations ponctuelles au sein des gènes codant pour les 
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régions variables des Ig. Ce processus de HMS est associé à des cassures des brins d’ADN et nécessite 
l’activité d’une enzyme : l’AID (activation induced cytidine désaminase). Cette enzyme catalyse 
l’initiation du processus de HMS en enlevant le groupement amine de la cytidine sur l’ADN. 
 
 
Figure 3 : Différenciation des cellules B au sein du centre germinatif. Les cellules B naïves qui ont reçu un signal 
antigènique dépendant des lymphocytes T entrent dans les follicules primaires des organes lymphoïdes secondaires 
où ils établissent des centres germinatifs. Le centre germinatif est séparé en deux zones  : la zone sombre, lieu de 
prolifération intensive et du processus d’hypermutation somatique (HMS). Si le processus d’HMS entraîne des 
mutations désavantageuses qui diminuent l’affinité du BCR pour l’antigène, les cellules partent en apoptose ; au 
contraire s’il augmente l’affinité, les cellules sont sélectionnées positivement et passent dans la zone claire où elles 
entrent en contact avec les lymphocytes T CD4+ et les cellules dendritiques folliculaires (CDF). Une partie des cellules 
va subir le processus de commutation de classe. Finalement, les cellules se différencient en cellules plasmocytaires 
ou en cellules B mémoires et quittent le microenvironnement (Adaptée de Klein and Dalla-Favera, 2008; Kuppers et 
al., 2005). 
 
La plupart de ces mutations sont désavantageuses pour la cellule car elles diminuent l’affinité du 
BCR pour l’antigène, aboutissant à l’élimination de la cellule par apoptose. Seule une faible proportion 
de mutations augmente l’affinité du BCR et conduit à sa sélection positive dans la zone claire du centre 
germinatif. Une partie des centroblastes, ayant subi le processus de HMS, peut migrer dans la zone claire 
du centre germinatif, on parle alors de centrocyte (Figure 3).  
La zone claire du centre germinatif est le site de trois processus développementaux essentiels du 
lymphocyte B : la sélection des lymphocytes produisant des Ig de haute affinité, le processus de 
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commutation de classe, et la différenciation des centrocytes en cellules plasmocytaires sécrétrices 
d’anticorps ou en cellules B mémoires (Figures 3). 
Les centroblastes possédant un nouveau BCR vont subir une sélection positive par les 
lymphocytes T et les cellules dendritiques folliculaires (CDF). En effet, seuls les centrocytes exprimant un 
BCR modifié présentant une forte affinité pour l’antigène vont survivre (Figure 3). L’engagement du BCR, 
mais également des molécules de costimulation, CD40, à la surface des cellules B, et du ligand CD154 
(CD40L), à la surface du lymphocyte T, induisent l’activation de voies de signalisation essentielles à la 
survie des centrocytes. Cette étape permet également l’induction du processus de commutation de 
classe des Ig. Il s’agit d’une recombinaison somatique irréversible par laquelle les cellules B peuvent 
exprimer d’autres isotypes d’immunoglobulines, possèdant d’autres fonctions, et ceci sans altérer la 
spécificité pour l’antigène. Ce processus de recombinaison de classe nécessite également l’activité de 
l’enzyme AID (Kuppers et al., 2005).  
Les cellules B du centre germinatif se différencient finalement en cellules plasmocytaires 
sécrétrices d’anticorps IgG, IgA, et IgE, ou en lymphocytes B mémoires et quittent le 
microenvironnement du centre germinatif (Klein and Dalla-Favera, 2008; Kuppers et al., 2005).  
 
I.D.3 Origine cellulaire des lymphomes non hodgkiniens 
 Les différentes étapes de la formation des lymphocytes B peuvent connaître des altérations et 
des perturbations conduisant à l’apparition de LNH. Ainsi, dans les phases précoces du développement 
de la cellule B, des évènements de transformations et de translocations chromosomiques  vont aboutir à 
des défauts du pré-BCR. Ceci peut mener au développement de leucémies lymphoblastiques aiguës 
dérivées des cellules B (B-ALL) (Iacobucci et al., 2012). Ces cellules B malignes n’ont en effet pas besoin 
du récepteur à l’IL-7 ou de la signalisation du pré-BCR pour survivre. 
De même, à un stade de différentiation précoce, les lymphomes du manteau sont des néoplasies 
lymphoïdes dont le phénotype aurait pour origine un lymphocyte B arrêté au stade immature. En effet, 
ces lymphomes se développent dans la zone du manteau des ganglions lymphatiques, mais l’absence 
d’hypermutations somatiques indique que ces lymphocytes n’ont pas fait l’expérience du centre 
germinatif (Walsh and Rosenquist, 2005). 
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Figure 4 : Apparition de cellules B néoplasiques lors des différentes étapes de la différentiation de la cellule B 
normale. Les cellules B malignes sont associées  aux différentes étapes du développement de la cellule B. Des 
translocations chromosomiques et des mutations génétiques sont fréquemment impliquées dans l’apparition des 
cellules B néoplasiques (Tirée de Rickert, 2013). 
 
La majorité des LNH (dont les lymphomes folliculaires, les lymphomes de Burkitt et les DLBCL) 
sont dérivées du centre germinatif  des cellules B  (Figure 4) (Allen et al., 2007; Lenz and Staudt, 2010). 
D’ailleurs, la présence de mutations dans les segments V des gènes des immunoglobulines est un 
important marqueur des hémopathies malignes dérivées du centre germinatif ou dérivées des  cellules B 
qui en sont sorties, comme c’est le cas dans la leucémie lymphoïde chronique. Les lymphomes 
folliculaires et les lymphomes B diffus à grandes cellules de type centre germinatif présentent des 
phénotypes typiques de ce stade de développement. Ils présentent en particulier des hypermutations 
des régions variables des gènes des Ig. Ils possèdent également des mutations oncogéniques de Bcl-2 et 
Bcl-6 causées au moment des recombinaisons VDJ des chaînes lourdes et lors du processus 
d’hypermutation somatique au sein du centre germinatif. Ils expriment à leur surface la metallo-
endopeptidase CD10, molécule de surface exprimée par les cellules du centre germinatif (Shaffer et al., 
2002). 
 L’expression de l’enzyme AID peut être préjudiciable et entrainer l’expression d’oncogènes. Par 
exemple, la translocation de MYC dans le locus des chaines lourdes des immunoglobulines (IgH) va 
entrainer une expression constitutive de MYC. MYC va contribuer aux évènements oncogéniques et au 
développement des lymphomes B (Lenz and Staudt, 2010). 
 Les cellules B de la zone marginale se situent à la frontière entre la circulation et les tissus 
lymphatiques et sont soumises à de nombreux signaux du microenvironnement et aux processus de 
différentiation par stimulation à l’antigène. Elles sont à l’origine de la majorité des LNH indolents qui 
progressent dans la rate, tels que les lymphomes de la zone marginale, les lymphomes spléniques de la 
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zone marginale et des ganglions lymphatiques, ou les lymphomes extra-ganglionnaires comme les 
lymphomes MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) (Bende et al., 2009). 
 
I.D.4 Rôle du récepteur aux cellules B  
a) Signalisation du BCR dans les lymphocytes normaux 
 Toutes les cellules B normales, et par incidence tous les lymphomes B, possèdent un BCR unique. 
Le BCR est un immunorécepteur transmembranaire, composé d’un complexe multimérique formé par 
une immunoglobuline membranaire assurant la spécificité d’interaction avec l’antigène et par un 
hétérodimère Igα/Igβ (CD79a /CD79b). Chaque chaîne Igα ou Igβ contient un motif ITAM 
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activating Motif) dans leur queue cytosolique qui permet de relier les 
signaux extracellulaires à l’activation de voies de signalisation permettant la transduction du signal dans 
le cytoplasme (Turner et al., 2000). 
Chaque chaîne lourde (IgH) et chaîne légère (IgL) des immunoglobulines possède une région 
variable (V) unique qui va permettre au BCR de reconnaître et lier des antigènes spécifiques. Le BCR est 
non seulement capable de lier les antigènes extérieurs à la cellule à l’aide des régions variables (V) afin 
d’induire la transduction du signal, mais aussi de générer un signal tonique initié sans antigènes 
extérieurs et essentiel à la maturation et à la survie des cellules B (Stevenson et al., 2011). 
 
Figure 5 : Activation et agrégation du BCR. La liaison de l’antigène entraîne l’agrégation des récepteurs et permet à 
la kinase Lyn de s’activer par transphosphorylation et de phosphoryler les motifs ITAM. Syk est alors recrutée via ses 
domaines SH2, phosphorylée par les kinases Lyn, transphosphorylée par d’autres Syk ou autophosphorylée. 
(Adaptée de Pierce, 2002) 
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 La fixation d’un antigène va entrainer l’agrégation des récepteurs (Figure 5) et conduire à la 
phosphorylation des ITAMs par les tyrosines kinases de la famille SRC et plus particulièrement BLK, LYN 
et FYN. Cette dernière apparaît être la première kinase engagée dans le processus, permettant le 
recrutement des protéines de la famille SYK  et leur activation au niveau des ITAMs di-phosphorylés sur 
leur domaine SH2 (tandem SRC homology 2). 
LYN phosphoryle SYK sur les tyrosines 348 et 352. Ces phosphorylations vont augmenter 
l’activité de SYK et générer des sites d’accrochage pour les protéines en aval de la signalisation induite 
par SYK et le BCR (Geahlen, 2009). Par la suite, SYK est capable de s’auto-transphosphoryler sur les 
tyrosines 525 et 526 en une boucle d’activation pour être complètement activée. Une fois activée, SYK 
permet l’activation de la Tyrosine Kinase de Bruton (BTK), de BLNK (B cell linker) et de la phospholipase 
Cγ2 (PLCγ2), mais aussi de la phosphoinositide-3 kinase (PI3K) (Figure6). La PLCγ2 va permettre le 
relargage intracellulaire du calcium et l’activation des les protéines kinases C (PKC) dont la PKCβ. Cette 
PKC va phosphoryler de nombreux substrats dont CARD11, un adapteur clé de la régulation de la 
signalisation de NF-κB (Shinohara et al., 2005). La PI3K va permettre la production du second messager 
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3) qui va entrainer le recrutement de AKT et mTOR 
(mammalian target of rapamycin) (Figure6). Cette activation de SYK s’accompagne également d’une 
activation de la voie des MAPKs (mitogen-activated protein kinases) et RAS avec l’activation de ERK1/2, 
C-JUN, JNK et p38 MAPK (Figure6) (Bellacosa et al., 1998; Hashimoto et al., 1998; Johnson and Lapadat, 
2002; Sekulic et al., 2000). Ces évènements vont réguler la prolifération, la survie et l’apoptose des 
cellules B en contrôlant la transcription des facteurs NF-κB et NFAT (nuclear factor of activated T cells) 
(Le Roy et al., 2012), mais également en stabilisant l’expression de membres anti-apoptotiques de la 
famille BCL-2 tels que MCL-1 (Baudot et al., 2009; Longo et al., 2008; Rao et al., 1997; Ruland and Mak, 
2003). 
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 Figure 6 : La signalisation issue du BCR. (Adapté de Choi and Kipps, 2012)  
b) Signalisation tonique du BCR 
La signalisation tonique du BCR est indépendante de l’antigène. Cette signalisation joue un rôle 
crucial dans la sélection positive des cellules B immatures et le maintien des cellules B matures (Mocsai 
et al., 2010).  Malgré diverses études, ce mécanisme demeure obscur. Son déclenchement serait issu 
d’un évènement aléatoire entraînant des changements dans la balance entre des régulateurs positifs tel 
que CD45 et des régulateurs négatifs tel que CD22. CD45 ainsi que d’autres régulateurs positifs 
interagissent avec le complexe du BCR entraînant l’activation des tyrosines kinases de la famille SRC et la 
phosphorylation des domaines ITAMs (Monroe, 2006). L’activation complète de SYK par les ITAMs dans 
ce mécanisme est incomprise car les tyrosines 525 et 526 de la boucle d’auto-transphosphorylation ne 
sont pas détectées (Carsetti et al., 2009). Un autre modèle suggère que dans les cellules B quiescentes, la 
GTPase TC21, qui interagit constitutivement avec les motifs ITAMs non phosphorylés, recrute 
directement la sous-unité catalytique de la PI3K aux ITAMs. Ceci permettrait d’activer la voie PI3K/AKT 
nécessaire à la survie de la cellule en absence de stimulation du BCR (Delgado et al., 2009). D’anciennes 
études suggèrent également que lorsqu’il n’est pas exposé à un antigène, le BCR est pré-associé avec des 
kinases de la famille SRC, mais aussi des tyrosines phosphatases comme SHP1 qui annuleraient la 
signalisation du BCR, mais toutefois pas en totalité (Wienands et al., 1996). Une étude plus récente 
apporte une autre explication en suggérant que dans les cellules B quiescentes, le BCR n’est pas en 
monomère mais en oligomère auto-inhibé qui pourrait produire un signal tonique (Yang and Reth, 2010).  
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C) Signalisation du BCR dans les lymphomes non hodgkiniens 1. Le pré-BCR dans les LNH 
 Une  étude a démontré que le pré-BCR pouvait être activé chez la cellule B immature. 
L’interaction avec des résidus chargés et glycosylés est capable d’entrainer une agrégation des pré-BCR 
ligand-indépendante (Ohnishi and Melchers, 2003). Cette agrégation va activer les kinases du BCR et 
permettre le recrutement des tyrosines kinases SYK et ZAP70 (ζ‑chain-associated protein kinase of 70 
kDa). Or l’altération de la signalisation du pré-BCR par SYK-BLNK contribue à la transformation des 
cellules B pouvant entrainer des leucémies (Wossning et al., 2006). 
 Par ailleurs, la perte de BLNK est fréquemment observée dans les pré-B-ALL. L’activation poussée 
du pré-BCR est alors nécessaire dans cette pathologie pour maintenir la survie. Différentes études ont 
mis en exergue la production d’IL-7, l’activation de la voie JAK/STAT et l’inhibition du facteur de 
transcription FOXO1 (Rickert, 2013). Par ailleurs BTK possède une fonction suppresseur de tumeur 
indépendante de sa fonction de kinase. Cette fonction est BLNK dépendante. Ainsi en l’absence de BLNK 
dans les pré-B-ALL, cette fonction de BTK est inhibée (Kersseboom et al., 2003). 
 Enfin, au sein des B-ALL, la majorité des patients présentent des mutations ou des translocations 
génétiques qui altèrent l’expression des facteurs de transcription PAX5, EBF1, RUNX1 et E2A.  Or ces 
facteurs régulent des gènes cruciaux pour la structure et la signalisation du pré-BCR (Iacobucci et al., 
2012). 
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Tableau 3 : Indices attestant l’importance de la signalisation du BCR dans les lymphomes. BCR : B cell receptor ; 
BTK : Bruton tyrosine kinase ; CARD11 : caspase recruitment domain-containing protein 11 ; IgH : immunoglobulin 
heavy chain ; ITAM : immunoreceptor tyrosine-based activation motif ; M-CLL : CLL mutée ; RNAi : ARN interference 
; SHM : hypermutation somatique ; U-CLL : CLL non mutée ; V : variable. *Pourcentage approximatif de sous-type de 
lymphome particulier parmi tous les patients avec un lymphome B. ‡Indique un mécanisme connu. §N’est pas un 
antigène, mais peu causer l’agrégation du BCR. ¶Ces pathologies expriment peu ou pas de BCR à la surface de leurs 
cellules (Tirée de Young and Staudt, 2013). 
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2. Le BCR dans les LNH 
 La plupart des lymphomes B maintiennent l’expression d’un BCR à la surface de leurs cellules, 
suggérant un important rôle de ce dernier dans les processus oncogénique. Ils utilisent essentiellement  
des IgM comme région constante de leur BCR alors que les cellules B normales sortant des centres 
germinatifs ont switché leur IgM pour une IgG qui favorise la différenciation cellulaire (Young and Staudt, 
2013). L’importance du BCR est notamment démontrée à travers le cas des DLBCL issues de cellules B 
activées. En effet, cette pathologie nécessite une activation constante de la voie NF-κB pour la survie de 
ces cellules, dont se charge la cellule à travers l’activation du BCR et la signalisation de la PI3K (Kraus et 
al., 2004). 20% des DLBCL issues de cellules B activées présentent également des mutations des motifs 
ITAMs qui rendent le BCR constitutivement actif en diminuant l’endocytose de celui-ci et en diminuant 
l’affinité pour LYN qui est capable d’opérer un feedback négatif sur CD79B (Davis et al., 2010). Ce LNH 
nécessite de fait une signalisation chronique du BCR pour son développement. 
 Une forme inhabituelle du BCR a également été observée dans les lymphomes folliculaires. Ce 
BCR est en effet capable de reconnaitre les mannoses associés aux lectines présentes sur la surface des 
cellules stromales du microenvironnement. Cette reconnaissance du mannose comme antigène est 
capable d’induire l’agrégation du BCR et sa signalisation (Coelho et al., 2010). 
 Le lymphome de Burkitt pour sa survie a besoin de l’activation d’AKT et de la p70 S6 kinase par la 
PI3K. C’est la signalisation tonique du BCR qui apparaît comme capable d’activer la PI3K dans ses 
lymphomes. Plus particulièrement, 70% des lymphomes de Burkitt présentent des mutations  du facteur 
de transcription E2A qui ont pour effet d’augmenter la quantité de BCR à la membrane (Schmitz et al., 
2012). 
 L’ensemble des études réalisées ces dernières années sur le BCR, ont mis en avant sont rôle 
majeur dans le développement des LNH. En effet, la stimulation du BCR entraine l’activation de 
nombreuses voies de survie et permet la prolifération cellulaire dans nombre de LNH. Le rôle du BCR est 
notamment particulièrement déterminant dans la pathologie de la leucémie lymphoïde chronique. Ainsi, 
nombre de nouvelles thérapies se basent sur l’inhibition des voies de signalisation du BCR (Rickert, 2013; 
Young and Staudt, 2013).  
 
I.E. Traitement des lymphomes non hodgkiniens 
 Jusqu’à assez récemment, la radiothérapie et la chimiothérapie étaient les méthodes de 
thérapies communément utilisées, parfois en combinaison, pour traiter les LNH. Les agents 
chimiothérapeutiques utilisés varient selon le sous-type de LNH et le stade de la pathologie. En effet, 
bien que proches et ayant des origines communes, les LNH se différencient par des caractéristiques 
cliniques ou des mutations propres à chacun des sous-types (Pour exemple, voir Tableau 3). 
 Le traitement le plus usité dans les diverses LNH est le traitement CHOP (cyclophosphamide, 
doxorubicine hydrochloride, vincristine sulfate et prednisone) (Tableau 4). Ce traitement est efficace 
contre la majorité des LNH mais, du fait de leur variété, il ne présente pas les mêmes niveaux de succès.  
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Tableau 4 : Mécanisme des agents chimiothérapeutiques du traitement CHOP. (Tirée de Knapp and Whitehead, 
2014). 
 
 Une avancée significative dans le traitement des LNH est apparue en 1997 avec l’arrivée de la 
première thérapie utilisant un anticorps monoclonal, le rituximab. Le rituximab est un anticorp 
monoclonal humanisé de souris capable de lier CD20, un antigène présent à la surface des cellules B. Le 
rituximab entraîne ainsi la lyse de la cellule B liée. Son utilisation en combinaison avec le traitement 
CHOP (R-CHOP) augmente drastiquement l’effet du traitement sans entrainer d’entrainer d’effets 
secondaires supplémentaires (Micallef et al., 2011). Le traitement R-CHOP est actuellement le traitement 
de référence pour les LNH, mais des variations ou d’autres agents sont également utilisés dans certains 
sous-types de LNH. Des thérapies sont toujours en développement. En effet, l’espérance de vie, tous LNH 
confondus, pour le traitement R-CHOP est de 71% sur 5 ans (Knapp and Whitehead, 2014). 
 Ainsi, d’autres agents chimiothérapeutiques ont été approuvés dans le traitement de certaines 
LNH. On retrouve l’anticorps radiothérapeutique 131I-tositumomab utilisé dans les lymphomes 
folliculaires (Morschhauser et al., 2008). Une combinaison d’anticorps monoclonal et d’agent 
chimiothérapeutique, le brentuximab vedotin, est utilisée dans les lymphomes hodgkiniens mais 
également dans les lymphomes anaplasiques à grandes cellules (Moskowitz, 2014). Un inhibiteur du 
protéasome, un agent immunomodulateur, le lenalidomide, et une petite molécule inhibitrice, l’ibrutinib 
qui cible la signalisation du BCR,  ont été approuvés pour utilisation dans les lymphomes du manteau 
(Dawar and Hernandez-Ilizaliturri, 2012; Kane et al., 2007; Wang et al., 2013). 
 A l’heure actuelle de nombreux inhibiteurs et agents chimiothérapeutiques sont en essai clinique 
pour validation, en particulier des inhibiteurs de la signalisation du BCR et de SYK (voir Tableau 5 et 6). 
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 Tableau 5 : Sélection de traitement en combinaison avec des inhibiteurs du BCR. (Tirée de Fowler and Davis, 
2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 6 : Inhibiteurs du BCR en essai clinique.BCR : récepteur des cellules B ; BTK : Burton tyrosine kinase ; PI3K : 
phosphoinositide-3‑kinase; PKCβ : protein kinase Cβ ; TORC1 : target of rapamycin complex 1. * Essais cliniques 
pratiqués dans des tumeurs solides uniquement (Tirée de Young and Staudt, 2013). 
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II. La leucémie lymphoïde chronique 
II.A. Définition 
La leucémie lymphoïde chronique (LLC) fait partie des lymphomes non hodgkiniens. C’est une 
hémopathie lymphoïde chronique caractérisée par l’accumulation d’une population monoclonale de 
lymphocytes B CD5+ et CD23+ dans le sang, la moelle osseuse et les tissus lymphoïdes secondaires.   
L’expression des antigènes CD5 et CD23 est quasi-constante dans la LLC et ils sont 
habituellement considérés comme des marqueurs d’activation de la cellule B car ils apparaissent après 
stimulation de lymphocytes B normaux (Caligaris-Cappio and Hamblin, 1999). Les cellules de LLC 
présentent également une faible densité des immunoglobulines de membrane (environ 10% de la 
densité d’une cellule B normale). Ces immunoglobulines de surface sont habituellement des IgM voire 
des IgD, rarement des IgG ou des IgA (Hashimoto et al., 1995). 
Les cellules de LLC sont bloquées en phase G0/G1 du cycle cellulaire, et d’aspect morphologique 
mûr dans le sang où elles restent dormantes (Chiorazzi and Ferrarini, 2011). Elles se retrouvent en 
agrégats de différentes tailles dispersés dans les tissus lymphoïdes qui sont probablement des foyers de 
proliférations des cellules cancéreuses (Ponzoni et al., 2011; Schmid and Isaacson, 1994; Soma et al., 
2006). De plus  les cellules de LLC ont pour caractéristiques d’échapper aux mécanismes de mort par 
apoptose, contribuant ainsi à leur accumulation. Cette résistance à l’élimination par apoptose est 
notamment due à un haut niveau d’expression de protéines de la famille BCL-2 dans ces cellules (Kitada 
et al., 1998; Packham and Stevenson, 2005). 
 
II.B. Epidémiologie 
La leucémie lymphoïde chronique est la plus fréquente des leucémies de l’adulte dans les pays 
industrialisés, représentant environ 40% des leucémies chez les individus de plus de 65 ans. L’âge moyen 
du diagnostic est de 72 ans (Gribben, 2010). Il est très rare de diagnostiquer cette pathologie avant 40 
ans, mais environ 30% des patients ont un âge inférieur à 65 ans. L’incidence de la maladie est en 
constante augmentation et atteint aujourd’hui un score d’environ 41 personnes par million d’habitants 
par an en occident. En France, elle représente 4 464 nouveaux cas par an, avec une incidence annuelle 
estimée à 4,4/100 000 habitants chez l’homme et 2,2/100 000 chez la femme (Institut de veille sanitaire, 
2013). L’augmentation de cette incidence est essentiellement due d’une part au vieillissement général 
de la population et d’autre part, au dépistage plus précoce et précis de la pathologie. 
60% des patients atteints de LLC sont des hommes. La LLC montre ainsi une incidence deux fois 
plus importante pour les hommes que pour les femmes. Elle montre également des variations ethniques 
avec une incidence plus faible chez les Asiatiques et les Afro-Américains comparée à celle des 
Caucasiens. Elle reste rare au Japon et en Asie en général, et si l’incidence augmente chez les japonais 
émigrés aux Etats-Unis, elle reste inférieure à celle des populations occidentales (Clarke et al., 2011; 
Rozman and Montserrat, 1995).  
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A ce jour les causes de l’apparition de la LLC sont encore inconnues. La présence de formes 
familiales (risque relatif 8,5 fois plus élevé chez les descendants de patients porteurs de cette pathologie) 
suggère l’existence de facteurs génétiques. Parmi ces facteurs, 20 polymorphismes génétiques ont été 
identifiés et pourraient expliquer une part du risque familial de transmission de cette pathologie (Berndt 
et al., 2013; Rebora et al., 2012). Malgré plusieurs études, aucun lien n’a pu être établi sur l’apparition de 
la maladie avec des causes environnementales, même si un impact environnemental est fortement 
suspecté au vu de la répartition mondiale de la LLC, touchant essentiellement les pays industrialisés.  
 
II.C. Critères de diagnostic 
La LLC se caractérise par une lymphocytose sanguine persistante depuis plus de trois mois avec 
au moins 5x109 lymphocytes par litre de sang, associée à des critères morphologiques et 
immunophénotypiques lymphocytaires caractéristiques de la maladie (Hallek et al., 2008).  
La LLC se caractérise également par une morphologie atypique. Les lymphocytes sont petits avec 
peu de cytoplasme et  noyau rond présentant une chromatine compacte, sans nucléole. L’examen du 
frottis sanguin montre de nombreuses cellules écrasées (ombres de Gumprecht), traduisant la fragilité 
des petits lymphocytes quantités de cytoplasme.  La présence de prolymphocytes, cellules de grandes 
tailles atypiques à noyau nucléolé, est toujours observée, mais leur quantité peut varier de moins de 1% 
jusqu'à 55% de la population lymphocytaires (Hsi, 2012).  
Lorsqu’un patient présente une lymphocytose inférieure à 5x109/L de sang, dont plus de 50% des 
lymphocytes présentent les caractéristiques immunophénotypiques de la LLC, en absence 
d’organomégalie, de cytopénie ou de maladies auto-immunes, le diagnostic retenu est celui de la 
lymphocytose B monoclonale (D'Arena and Musto, 2014). 
Lorsque les cellules de LLC infiltrent les organes lymphatiques (ganglions lymphatiques, rate et 
thymus) mais que le nombre de lymphocytes B dans le sang périphérique n’excède pas 5 x 109/L, il s’agit 
d’un lymphome lymphocytique à petites cellules (SLL : small lymphocytic lymphoma). D’après 
l’organisation mondiale de la santé, la LLC et la SLL sont les mêmes maladies avec des formes cliniques 
différentes (Gribben, 2010). 
Le diagnostic est également basé sur le profil immunophénotypique des cellules leucémiques. 
Celles-ci vont être caractérisées par l’expression des marqueurs CD5, CD19 et CD23 ; de faibles densités 
d’immunoglobuline de surface (IgM ou IgD) avec des chaînes légères monotypiques  (κ ou λ) ; l’absence 
du marqueur FMC7 (épitope CD20) et la détection de CD38 et ZAP-70 dont l’expression va être lié à un 
mauvais pronostic (Hsi, 2012). 
A partir de ces critères, le pathologiste va pouvoir ainsi déterminer s’il s’agit d’une LLC ou 
l’exclure via un système de « score » : le Système de score du Royal Marsden Hospital (score de Matutes) 
(Tableau 5) (Matutes et al., 1994; Moreau et al., 1997). Il attribue un « score » à chacun des 5 marqueurs 
suivants : 
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Antigène Attribuer 1 point si 0 point si 
Ig membranaire Faiblement exprimée Forte expression 
CD5 Positif Négatif 
CD23 Positif Négatif 
FMC7 Négatif Positif 
CD22 ou CD79b Faiblement exprimé Forte expression 
Tableau 5 : Système de score du Royal Marsden Hospital (score de Matutes). Adaptée de (Matutes et al., 1994; 
Moreau et al., 1997). 
 
Si le score est supérieur à 4, le diagnostic de LLC est retenu. Si le score est inférieur à 3, le 
diagnostic de LLC est écarté. Dans le cas d’un score égal à trois, le diagnostic de LLC peut être retenu si 
les cellules lymphoïdes expriment les molécules CD5, CD23 et CD43, si l’expression  du CD20 est faible et 
si la recherche de cycline D1 est négative. Ainsi 92% des LLC ont un score total de 5 ou 4. 
 La LLC est une maladie considérée comme indolente. En effet, sa survenue chez des patients 
âgés, l’abstention thérapeutique consensuelle au stade précoce de la maladie et de l’existence de causes 
de décès non liées à la maladie chez les sujet âgés ont contribué à l’idée d’une pathologie dormante ou 
très lente dans on évolution. En réalité, cette évolution est extrêmement variable d’un patient à l’autre. 
Ainsi, un tiers des patients ne nécessitera jamais de traitement, un tiers présentera une phase indolente 
suivie d’une phase de progression de la maladie, et un dernier tiers présentera une forme d’emblée 
agressive nécessitant une thérapeutique immédiate. Face à cette hétérogénéité de forme agressive ou 
non de la LLC, il devient nécessaire de disposer de critères pronostiques permettant de définir les profils 
à risque de développer une forme aiguë de la maladie et de proposer à ces patients des stratégies 
thérapeutiques adaptées.  
Les critères de pronostiques de la virulence de la maladie se basent sur des classifications 
cliniques. Ces dernières années, l’apport des données issues des études immunologiques, 
chromosomiques et moléculaires permettent de confirmer ces pronostics et d’établir  des stratégies 
thérapeutiques les plus adaptées. 
 
II.C.1 Les classifications de Rai et Binet 
Le développement de deux classifications cliniques différentes en 1975 par Rai (Rai et al., 1975) 
et en 1981 par Binet (Binet et al., 1981) a permis de diviser les patients atteints de LLC en trois grands 
groupes pronostiques : un groupe de bon pronostic, un de pronostic intermédiaire et enfin un groupe de 
mauvais pronostic. 
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a) La classification de Raï 
Dans son étude initiale de 1975, menée sur 125 cas, Rai intègre pour la première fois dans une 
classification plusieurs facteurs cliniques aboutissant à définir 5 stades de la maladie (Rai et al., 1975) : 
• Le stade 0 caractérisé par une lymphocytose isolée 
• Le stade I définit par une lymphocytose sanguine associée à des adénopathies 
• Le stade II définit par une lymphocytose sanguine associée à une splénomégalie et/ou 
hépatomégalie avec ou sans adénopathie  
• Le stade III est caractérisé par une lymphocytose sanguine associée à une anémie 
• Le stade IV caractérisé par une lymphocytose sanguine associée à une thrombopénie 
Rapidement, ces 5 classes vont être regroupées en trois stades de gravité croissante : faible (stade 
0), intermédiaire (stade I et II) et forte (stade III et IV). 
 
b) La classification de Binet 
La classification de Binet, datant de 1981, permet la classification de la maladie en trois stades 
selon le degré de développement tumoral et l’association d’une cytopénie sanguine (Binet et al., 1981) :  
• Le stade A : lymphocytose sanguine avec moins de trois aires ganglionnaires  
• Le stade B : lymphocytose sanguine avec au moins trois aires ganglionnaires atteintes 
• Le stade C : lymphocytose sanguine associée à une anémie et une thrombopénie, quelque soit le 
nombre d’aires ganglionnaires atteintes. 
Cette classification est rapidement devenue la classification de référence car une étude comparative de 
ces deux classifications, dans une série prospective portant sur 935 patients, a montré que le groupe à 
faible risque de Binet inclut le double de malades  par rapport au groupe de bon pronostic de Rai et que 
l’abstention thérapeutique est la règle pour ces malades. 
Les différences entre ces deux classifications sont mineures. Elles portent sur le seuil de taux 
d’hémoglobine définissant les formes de mauvais pronostic (stade C de Binet équivaut aux stades III-IV 
de Rai) et sur l’existence d’un stade 0 dans la classification de Rai (Dighiero et al., 1991).  
 
II.C.2. Critères biologiques 
a) Temps de doublement des lymphocytes (TDL) 
Le TDL correspond au temps nécessaire pour obtenir un doublement du taux absolu de 
lymphocytes dans le sang. Il reflète l’activité de la maladie. Un TDL supérieur à 12 mois est un indicatif de 
bon pronostic caractérisé par une longue période d’abstention thérapeutique et une augmentation de la 
survie. A l’inverse, une augmentation de 50% du nombre de lymphocyte en moins de deux mois ou un 
TDL de moins de 6 mois correspond à des formes agressives et va nécessiter un traitement immédiat du 
patient (Hallek et al., 2008). 
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b)  Les marqueurs sériques classiques 
Les trois marqueurs sériques les plus importantes chez les patients atteints de LLC sont les taux 
sériques de β2-Microglobuline (sβ2m), de thymidine kinase (TK), et de CD23 soluble (sCD23). 
Contrairement à d'autres néoplasies lymphoïdes, le taux sérique de lactate déshydrogénase (LDH) s'est 
avéré moins pertinent chez les patients atteints de LLC (Cramer and Hallek, 2011). 
• β2-Microglobuline : Protéine extracellulaire liée de manière non covalente aux chaînes α des 
CMH de classe I. Des niveaux élevés de cette protéine sont marqueurs de mauvais pronostic. Un 
fort taux de sβ2m est de plus corrélé avec des niveaux élevés de CD38 et de ZAP70 ainsi qu’une 
infiltration médullaire des cellules de LLC (Gentile et al., 2009). 
• Thymidine kinase : La thymidine kinase (TK) est une enzyme cellulaire impliquée dans les voies 
de synthèse de L’ADN. Elle est présente dans les cellules en phase de division cellulaire et 
absente des cellules ne se divisant pas. De ce fait, elle a été proposée comme marqueur de 
prolifération cellulaire. L’augmentation de son taux sérique chez des patients atteints de LLC est 
corrélée avec le stade et la progression de la maladie (Hallek et al., 1999). 
• CD23 soluble : Récepteur de faible affinité aux IgE qui est physiologiquement exprimé chez les 
cellules B matures, les cellules présentatrices d’antigènes et les plaquettes. Son taux de 
doublement dans le sérum est un marqueur de mauvais pronostic s’il est inférieur à 1 an 
(Meuleman et al., 2008). 
 
c) Infiltration médullaire et aspects morphologiques 
Dans une étude portant sur 329 patients, il a été démontré que la topographie de l’infiltration 
médullaire par les lymphocytes pathologiques était corrélée au pronostic. Ainsi, une infiltration diffuse 
plutôt que nodulaire est associée à un mauvais pronostic (Hallek et al., 2008). Toutefois, ces données 
sont surtout applicables aux stades avancés de la maladie car rarement retrouvées dans les stades A. A 
l’inverse, les atypies morphologiques des lymphocytes constituent un facteur pronostic important dans 
les stades A : la présence de plus de 10% de prolymphocytes ou de 15% de cellules 
lymphoplasmocytaires s’accompagne le plus souvent d’un doublement rapide des lymphocytes sanguins 
et d’une augmentation du volume tumoral (Oscier et al., 1997). 
 
II.C.3. Nouveaux facteurs de pronostic 
a) Altérations génétiques  
 Parmi les patients atteints de LLC, il est possible de retrouver chez 80% d’entre eux, à l’aide 
d’une simple détection par FISH (Fluorescent In-Situ Hybridation : hybridation in-situ par des sondes 
fluorescentes), au moins une anormalité cytogénétique (Dewald et al., 2003). Dans certains cas, plusieurs 
de ces anormalités cytogénétiques peuvent être retrouvées. 
• Délétion 13q14 : Il s’agit de l’altération la plus fréquemment retrouvée dans les cellules de LLC. 
Elle est retrouvée chez 55% des malades. Cette délétion est le plus souvent monoallélique (76%) 
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mais peut être aussi biallélique (24%) (Dohner et al., 2000). Isolée, elle est corrélée à une 
meilleure survie globale : 133 mois versus 111 mois chez les patients présentant un caryotype 
normal. Cette région contient une région minimale de délétion (MDR) contenant le gène d’un 
ARN non codant DLEU2 et le premier exon du gène DLEU1 (Calin et al., 2008; Klein et al., 2010). 
Les micro-ARN, miR-15a et miR-16-1, ont également été identifiés dans cette MDR. Une étude a 
caractérisé le rôle physiopathologique de ces miARN en étudiant le phénotype de souris 
génétiquement modifiées portant une délétion ciblée du locus des miR-15a et 16-1 en 
combinaison avec une délétion de l'ARN non codant DLEU2. Ces animaux développaient alors 
des troubles  semblables à des leucémies monoclonales, des LLC et des lymphomes ; suggérant 
que les micro-ARN miR-15a et miR-16-1 jouent un rôle dans les mécanismes de la 
leucémogenèse de la LLC (Klein et al., 2010). 
 
• Délétion 11q22-q23 : Cette délétion est rare dans les stades précoces de la maladie, mais 
présente chez 18% des patients à un stade avancé. Sur le plan clinique, les LLC présentant ce 
type de délétion ont une évolution plus rapide avec un syndrome tumoral important, un 
intervalle de temps avant traitement plus court, présentent une résistance aux chimiothérapies 
et une survie globale plus courte du patient avec une moyenne de 79 mois (Dohner et al., 2000). 
Sur un plan moléculaire, toutes les délétions affectent une région consensus minimale sur la 
région 11q22-q23.1 contenant le gène qui code pour la protéine kinase ATM (ataxia-
telangiectasia-mutated) qui joue un rôle essentiel dans les voies de dommage à l’ADN. On 
retrouve des mutations d’ATM dans 9% des cas de LLC, et approximativement un tiers de ces 
d’entre eux présente une délétion 13q14 (Wang et al., 2011b).  
 
•  Trisomie 12 : Première anomalie récurrente décrite dans la LLC, elle est retrouvée dans environ 
16% des cas. Elle résulte le plus souvent de la duplication totale d’un des deux chromosomes 12. 
L’impact pronostique de cette altération est nul en termes de survie. De plus, l’incidence de la 
trisomie 12  n’augmente pas avec le stade de progression de la maladie ou la résistance aux 
traitements (Dohner et al., 2000). De façon intéressante, un des gènes situé sur le chromosome 
12 code pour l’ubiquitine ligase MDM2 (murine double minute 2), qui est capable de se lier à la 
protéine p53 et d’induire sa dégradation via un mécanisme dépendant du protéasome. 
 
• Délétions 17p13 ou mutation de TP53 : Cette délétion est retrouvée dans 7% des cas de LLC 
(Dohner et al., 1995; Dohner et al., 2000). Environ 80% des patients avec une délétion 
monoallèlique 17p13 présentent une mutation du gène suppresseur de tumeur TP53 sur l’autre 
allèle. Bien que ces délétions peuvent être de différentes tailles, elles incluent toujours la 
délétion de la bande 17p13 contenant le gène TP53 codant pour la protéine p53 (Fabris et al., 
2008). Les patients présentant une mutation de TP53 sans délétion 17p représentent 4,5% (Zenz 
et al., 2008). La délétion 17p ou les mutations de TP53 présentent la plus faible survie globale 
chez les patients (32 mois en moyenne) et une mauvaise réponse thérapeutique, notamment 
aux agents alkylants ou à la fludarabine (Figure7). Ces mutations se retrouvent d’ailleurs chez 
45% des patients réfractaires ou rechutant après traitement  (Stilgenbauer et al., 2009; Zenz et 
al., 2008). D’autres mécanismes que la délétion 17p altèrent la voie p53 et sont associés à la 
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pathologie de la LLC. Ces mécanismes impliquent les protéines ATM qui régulent p53 à un niveau 
protéique (Kojima et al., 2006) ou encore miR-34 une cible de p53 (Zenz et al., 2009). 
Figure 7 : Mutations/Délétions de TP53 dans les LLC. A. Comparaison des courbes de survie globale des patients 
présentant ou pas une délétion ou une mutation de TP53. B. Représentation schématique des différentes régions 
délétées de la bande 17p (bandes rouges). La région minimale de délétion est représentée en marron. (Tirée de Zenz 
et al., 2010) 
 
• Autres anormalités : D’autres anormalités cytogénétiques peuvent être retrouvées dans la LLC, 
mais celles-ci sont d’une fréquence plus rare et ne sont donc que rarement prises en compte à 
l’établissement d’un facteur de pronostic. Il est ainsi possible d’observer une délétion sur le bras 
long du chromosome 6 (del6q), une translocation 14q32, des trisomies du bras long du 
chromosome 3 et des trisomies du chromosome 8 (Dewald et al., 2003; Shanafelt et al., 2006; 
Stilgenbauer et al., 1999). 
 
b) Nouvelles altérations génétiques 
 Les techniques modernes de séquençage et d’analyse du génome ont permis de mettre en 
évidence ces dernières années de nouvelles mutations retrouvées plus ou moins fréquemment dans la 
LLC. Ces gènes peuvent altérer des voies de signalisation d’une importance capitale au sein de la cellule 
leucémique et tendent petit à petit à devenir des facteurs de mauvais pronostic dans l’évolution de la 
pathologie et la résistance aux traitements. 
• NOTCH1 : Cette mutation, retrouvée chez près de 12% des patients atteint de LLC, est plus 
fréquente chez les patients présentant un statut des chaines lourdes des immunoglobulines non-
mutées ou dans des cas de trisomie 12. Il s’agit en général d’une mutation activatrice de la voie 
NOTCH1 ; en effet, elle va inhiber la dégradation de la protéine NOTCH1 en altérant son domaine 
C-terminal PEST (proline (P), glutamate (E), sérine (S), et thréonine (T)) et favoriser 
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l’accumulation de sa forme active. Cette mutation est synonyme de mauvais pronostic avec un 
impact comparable à des patients présentant une mutation de TP53 (Rossi et al., 2012b). 
 
• SF3B1 : Retrouvé chez près de 10% des cas, cette mutation altère le complexe d’épissage 
alternatif de gènes impliqués dans le cycle cellulaire. Par-là, elle contribue à augmenter la survie 
et la prolifération des cellules cancéreuses et constitue un marqueur de mauvais pronostic 
(Wang et al., 2011b). 
 
• BIRC3 : Baculoviral IAP repeat-containing protein 3 (BIRC3) est un membre de la famille IAP 
(inhibiteur de l’apoptose). BIRC3 peut également agir comme une E3-ubiquitine ligase capable 
de réguler le facteur nucléaire κB. Dans les LLC, sa mutation dans le domaine RING C-terminal 
prévient la dégradation par le protéasome de MAP3K14 et ainsi activer de la voie NF-κB. Cette 
mutation n’est retrouvée que dans 4% des LLC, mais 24% des LLC réfractaires aux traitements. 
C’est un marqueur de mauvais pronostic complètement indépendante des autres facteurs de 
pronostic (Rossi et al., 2012a). 
 
• Autres mutations : Les techniques de séquençage ont relevés d’autres mutations de faibles 
fréquences pour la LLC. On retrouve ainsi des mutations de XPO1 (2,9%), MYDD88 (2,4%), de 
KLHL6 (1,8%) et des mutations touchant l’une ou l’autre des protéines de la voie Wnt. Toutes 
conduisent à l’activation des voies dans lesquelles, elles sont impliquées. XPO1 est fréquemment 
associé à un statut des chaines lourdes des immunoglobulines non-mutées alors que MYDD88 et 
KLHL6 sont associés à un statut muté. De plus, contrairement à la plupart des autres mutations, 
lorsqu’elle est présente, la mutation MYDD88 se retrouve dans toutes les cellules leucémiques 
du patient laissant supposer qu’il s’agit d’une mutation initiatrice de la pathologie (Hsi, 2012; 
Zhang and Kipps, 2014). 
 
c) Valeur pronostique du statut mutationnel des Immunoglobulines 
L’étude des immunoglobulines (Ig) des cellules de LLC s’est révélée majeure sur le plan pronostic. 
En effet, deux clones de cellules B ont très peu de chances de présenter le même récepteur aux cellules 
B (BCR) (environ une probabilité de  10-12). Or chez certains patients, il n’est pas rare de trouver des 
cellules présentant des caractéristiques stéréotypiques ou structurales similaires voire identiques de leur 
BCR. La LLC est ainsi divisée en deux groupes de fréquence équivalente, l’un présentant de nombreuses 
mutations somatiques des gènes codants pour les régions variables des chaînes lourdes des Ig (IgVH), 
l’autre non muté dans lequel ces séquences sont en configuration germinale (Hashimoto et al., 1995). La 
limite de 98% d’homologie de séquence avec les gènes en position germinale des IGVH est utilisée pour 
séparer les deux groupes. Ces paramètres se sont avérés être une valeur pronostique majeure (Figure 8).  
En 1999, deux groupes indépendants (Damle et al., 1999; Hamblin et al., 1999) montrent que les 
formes mutées de la maladie ont une évolution lente (survie médiane de 293 mois) et les formes non-
mutées ont une évolution rapide et nécessite un traitement (survie médiane de 95 mois). Cependant, 
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cette discrimination pronostique entre les deux formes ne s’applique que chez les patients au stade A 
(Hamblin et al., 1999) ou en stade intermédiaire de Rai (Damle et al., 1999).  
Figure 8 : Comparaison des courbes de survie globale des patients atteints de LLC présentant un statut muté des 
Ig (courbe bleue) et ceux présentant un statut non-muté (courbe rouge). Il s’agit d’une étude rétrospective sur une 
cohorte de 365 patients. La survie médiane pour les statuts non-mutés est de 111 mois alors qu’elle n’est pas 
atteinte pour les statuts mutés (Tirée de Zenz et al., 2010) 
 
Le statut mutationnel des Ig est devenu « le gold standard » pour évaluer au diagnostic le 
pronostic des patients atteints de LLC. Cependant la technique d’évaluation du statut mutationnel des Ig 
est coûteuse et nécessite une expertise particulière. De nombreux efforts ont été faits pour identifier des 
marqueurs de substitution au statut mutationnel des Ig avec la même valeur pronostique. Parmi ces 
marqueurs, l’expression de CD38, ZAP-70, la LPL et ADAM29 ont été proposées. 
 
d) CD38  
L’expression de CD38 a été, par le passé, corrélée au statut mutationnel des gènes des IgVH 
(Damle et al., 1999). La positivité pour CD38 était associée à une survie globale plus courte des patients 
et à une nécessité de traitement plus importante. Par conséquent, les auteurs ont proposé l’expression 
de la molécule CD38 comme un possible facteur de substitution du statut mutationnel des IgVH. 
Cependant, des études ultérieures n’ont pas confirmé sa place en tant que marqueur pronostique de 
substitution face au statut mutationnel des IgVH, mais plutôt en tant que facteur pronostique 
indépendant (Del Poeta et al., 2001; Hamblin et al., 2002). En effet, CD38 ne prédit correctement le 
statut mutationnel que chez 70% des patients. De plus, l’expression de CD38 varie au cours de la 
maladie. Mais son expression reste un marqueur de mauvais pronostic efficace pour la LLC (Hayat et al., 
2006). 
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e) ZAP-70 
La protéine tyrosine kinase (PTK) ZAP-70 (zeta-chain-associated-protein 70) participe à la 
signalisation dans le complexe du récepteur aux cellules T (TCR). ZAP-70 se retrouve exprimée dans des 
cellules leucémiques alors qu’elle est absente des lymphocytes B (Chen et al., 2002). Sa présence semble 
permettre de prédire la survie sans traitement et la survie globale du patient. Si plus de 20% de cellules 
leucémiques d’un patient expriment ZAP-70, alors ce dernier est classé ZAP-70 positif. (Crespo et al., 
2003; Rassenti et al., 2004; Schroers et al., 2005; Wiestner et al., 2003). En outre, l'expression de ZAP70 
semble être un marqueur de prédiction du statut de mutation des IgVH supérieur à l'expression de CD38, 
et ceci, même chez les patients à un stade précoce asymptomatique de la pathologie (Rassenti et al., 
2008). En effet, l’expression de ZAP-70 est associée aux formes IgVH non-mutées (Rosenwald et al., 
2001) et les cellules de LLC IgVH non-mutées expriment 5,54 fois plus de ZAP-70 que les cellules de LLC 
IgVH mutées. 93% des patients pourraient être correctement classés selon leur statut mutationnel de 
leur IGHV. La concordance entre l'expression de ZAP70 et le statut mutationnel des IgVH varie de 77 à 
95% (Crespo et al., 2003; Orchard et al., 2004; Rassenti et al., 2004; Wiestner et al., 2003). 
Toutefois, certaines caractéristiques cytogénétiques comme del (11q), del (17p) et la mutation 
V3-21 des IgHV sont des marqueurs de très mauvais pronostic avec des survies globales de courte durée 
et sont associées à une absence de ZAP-70. De plus la discordance entre les niveaux d’expression de ZAP-
70 et le statut mutationnel des IgVH reste assez fréquente (de 8 à 30%) (Crespo et al., 2003; Krober et al., 
2006; Orchard et al., 2004; Rassenti et al., 2004). La stabilité de l'expression de ZAP-70 dans le temps par 
le clone leucémique est une condition importante pour une utilisation fiable de cette protéine comme 
marqueur pronostique. Or certaines études ont rapporté des variations d’expression de ZAP-70 au cours 
de l’évolution de la maladie (Del Principe et al., 2006; Rassenti et al., 2004; Schroers et al., 2005).  
 
f) LPL/ADAM29 
Les gènes codants pour la lipoprotéine lipase (LPL) et ADAM29 sont respectivement surexprimés 
dans les LLC-B non-mutées et mutées (Vasconcelos et al., 2005). Sur la base des différences de profil 
d’expression entre ces deux groupes, il fut proposé que ces gènes servent de facteurs pronostiques de 
substitution au statut mutationnel des Ig. 
 La LPL est une enzyme ayant un rôle central dans le métabolisme et le transport des lipides. Le 
gène ADAM29 (a disintegrin and metalloproteinase domain 29) code pour une protéine 
transmembranaire de la famille des désintégrines et métalloprotéases qui permettrait l’interaction 
cellule à cellule et/ou cellule à matrice. Une étude française (Oppezzo et al., 2005), réalisée sur 127 
patients, utilise le ratio d’expression des ARN messager de la LPL et ADAM29 pour distinguer deux sous 
groupes de patients de pronostics différents. Dans 90% des cas, le ratio LPL/ADAM29 prédit 
correctement le statut mutationnel des Ig. De plus, les patients avec un rapport LPL/ADAM29 supérieur à 
1 ont une médiane de survie supérieure aux patients avec un rapport inférieur à 1. La valeur pronostique 
du rapport LPL/ADAM29 est comparable au ZAP-70 chez les patients de stade A de la classification de 
Binet. De plus, ce nouveau marqueur est un  facteur pronostique indépendant chez les patients de stade 
B ou C contrairement à ZAP-70 (Maloum et al., 2009; Oppezzo et al., 2005).  
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g) Autres facteurs pronostiques 
De nombreux autres marqueurs ont récemment été identifiés comme facteurs pronostiques 
potentiels. C’est le cas de CLLU1 (CLL upregulated gene1) qui permet de distinguer une LLC des autres 
hémopathies malignes (Oppliger Leibundgut et al., 2012) et d’’AID (Activation-induced cytidine 
deaminase), de la protéine TCL-1 (T cell leukemia 1) ou encore certains micro-ARN (Van Bockstaele et al., 
2009). 
La multiplicité des marqueurs pronostiques de la LLC permet une meilleure prise en charge 
thérapeutique de la maladie au niveau individuel. Leur valeur prédictive est essentielle, surtout pour les 
patients diagnostiqués à un stade précoce de la maladie, afin de définir les malades ayant un risque de 
développer des formes agressives. Même si aucun marqueur ne permet d’affirmer de manière tout-à-fait 
claire les risques qu’encourent un patient, les informations supplémentaires apportées par ces 
marqueurs vont permettre d’établir des traitements adéquats en fonction des différentes 
caractéristiques mutationnelles ou autres que peut présenter le malade. 
 
II.D. Physiopathologie de la leucémie lymphoïde chronique 
L’étiologie demeure globalement méconnue. Toutefois, depuis une vingtaine d’années, de 
nombreuses études ont apporté un nouveau visage quant à la compréhension des mécanismes 
moléculaires impliqués dans la pathogénie de cette maladie. La LLC représente le prototype de tumeur 
dans laquelle le phénomène d’apoptose s’avère défectueux concourant ainsi à la survie des cellules in 
vivo. Néanmoins, une composante proliférative, présente dans la moelle osseuse et les organes 
hématopoïétiques secondaires, s’avère nécessaire pour alimenter le pool circulant de lymphocytes 
(Zhang and Kipps, 2014). La majorité de ces cellules B leucémiques circulantes apparaissent bloquées en 
phase GO/G1 du cycle cellulaire suggérant que cet excès clonal de lymphocytes B résulterait plus d’un 
défaut d’apoptose que d’une augmentation de la prolifération cellulaire (Reed, 1998). Ce défaut 
d’apoptose n’a pas de mécanisme univoque et reste imparfaitement compris. Par ailleurs, le fait qu’il 
existe une évolution clonale traduisant une part proliférative, une sensibilité des cellules aux signaux 
délivrés par les types de microenvironnements et les multiples facettes évolutives de la maladie 
suggèrent l’intrication de mécanismes beaucoup plus complexes qu’il n’y paraît. 
 
I.D.1. Signalisation issue du BCR dans la LLC 
a) Signalisation du BCR dans la leucémie lymphoïde chronique 
 La structure du BCR diffère également selon les deux groupes, LLC IgVH non-mutée versus 
mutée. Une forte proportion des LLC IgVH non-mutée présente un réarrangement stéréotypé de leurs 
segments VDJ. En effet, de récentes études ont mis en évidence l’existence de sous-groupes parmi les 
patients atteints de LLC. Le plus important (30% des patients) présente des chaînes lourdes des Ig avec 
une séquence stéréotypique dans la région complémentaire déterminante 3 (VHCDR3) (Agathangelidis et 
al., 2012). D’autres sous groupes ont été identifiés, un pour la reconnaissance de l’antigène β-(1,6)-
glucan, spécifique des champignons (Hoogeboom et al., 2013) et un autre pour MALT (Craig et al., 2010). 
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De plus, plus d’1% des patients pourraient exprimer des Igs identiques (Widhopf et al., 2004). Le degré 
remarquable de restriction structurelle du BCR dans la LLC suggère que le BCR soit hautement 
sélectionné, et qu’un antigène commun participe à la pathogénie de la LLC. En effet, toutes les familles 
de gènes codant pour les IgVH sont retrouvées dans la LLC, mais seul un certain nombre est exprimé par 
les cellules leucémiques. De plus, certains gènes sont retrouvés préférentiellement associés à une forme 
de LLC. Ainsi, le gène VH1-69 est associé le plus souvent aux formes non-mutées alors que d’autres gènes 
tels que VH4-34, VH1-07 et VH3-21 sont associés aux formes mutées de LLC. La nature de l’antigène 
impliqué reste encore inconnue, mais pour certaines formes de LLC, il semblerait qu’un auto-antigène 
soit impliqué puisque la moitié des cellules de LLC produit des anticorps autoréactifs (Zenz et al., 2010). 
Ces autoantigènes se retrouveraient en grande concentration dans les ganglions lymphatique, plutôt que 
dans la circulation sanguine participant au phénomène de niche de prolifération pour la LLC. 
L’existence d’un signal tonique excessif au niveau du BCR des cellules leucémiques de LLC a été 
suggérée suite à une étude ayant montré une activité basale élevée de la molécule LYN (Contri et al., 
2005). Cette dernière est connue pour être impliquée dans les régulations positives et négatives du BCR. 
À ce titre, son inhibition par des inhibiteurs des SRC kinases, tels que PP2 ou SU6656, induit l’apoptose 
des cellules leucémiques, indiquant que LYN participe à la transmission de signaux de survie cellulaire. 
Le signal généré au niveau du BCR par un antigène est capable de réguler la prolifération, la 
survie et l’apoptose dans les cellules B en développement (Niiro and Clark, 2002). L’engagement du BCR 
par les Ig va recruter BLK, FYN ou LYN. LYN est activée soit par autophosphorylation, soit par 
transphosporylation par SYK et va phosphoryler cette dernière. Des études génétiques et biochimiques 
ont montré que SYK était capable de s’activer par autophosphorylation en l’absence de LYN (Kurosaki et 
al., 1994; Takata et al., 1994). De plus, SYK est capable de phosphoryler les résidus tyrosines présents sur 
les régions ITAMs des Igα et Igβ (Rolli et al., 2002). Grâce à sa capacité à phosphoryler les motifs ITAMs 
et son activité kinase plus importante, SYK semble moins dépendante des SRC kinases pour son 
activation que ZAP-70 (Latour et al., 1996). 
 
b) Expression de SYK et ZAP-70 dans la leucémie lymphoïde chronique. 
 SYK et ZAP-70 sont les deux seuls membres de la famille des kinases SYK. SYK est fortement 
surexprimée dans la LLC comparé à des sujets sains. Cette surexpression, aussi bien de la protéine SYK 
totale que de sa forme phosphorylée est encore plus prononcée dans les LLC présentant des IgVH non 
mutées (Buchner et al., 2009). SYK ne présente aucune mutation dans les LLC. Cette surexpression serait 
donc probablement dû au variant d’un SNP dans l’élément régulateur 5’ de l’ARN messager de SYK ou à 
une modification épigénétique qui augmenteraient l’acétylation des histones ou entraineraient une 
perte de la méthylation de l’ADN (Philippen et al., 2010). 
ZAP-70 est fortement exprimé dans les cellules T et est connu pour son rôle de la transduction 
du signal du TCR. Dans la LLC sa présence est marqueur de mauvais pronostic et fréquemment relié au 
statut CD38+ et IgVH non mutées (Rassenti et al., 2008; Rosenwald et al., 2001). La stimulation du BCR 
par un anticorps anti-IgM, induit la phosphorylation de ZAP-70 et de SYK. Cette phosphorylation 
intervient dans la transduction du signal du BCR et entraîne la phosphorylation et le recrutement de 
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protéines adaptatrices et des molécules de signalisation en aval. Des études de co-immunoprécipitation  
ont montré que ZAP-70, structurellement proche de SYK, peut s’associer avec le BCR dans les cellules 
leucémiques stimulées par l’antigène, indiquant une potentielle fonction modulatrice de la voie de 
signalisation du BCR. De plus, dans des lignées cellulaires de lymphome BJAB, la surexpression de ZAP-70 
entraîne une diminution du taux d’internalisation des ligands liés au BCR. Egalement, l’expression 
ectopique de ZAP-70, dans des cellules de LLC et dans des lignées cellulaires de lymphomes, montre une 
activation de molécules des voies de signalisation comme SYK, BLNK et de la PLCγ accompagnée d’une 
augmentation de l’activité calcique intracellulaire et d’une activation de NF-κB plus importantes après 
stimulation du BCR (Gobessi et al., 2007).  
De manière surprenante, les tyrosines majeures nécessaires à l’activité kinase de ZAP-70, 
(Tyr319 et Tyr493) n’apparaissent pas phosphorylées après stimulation du BCR, suggérant ainsi que 
l’activation de ZAP-70 est négligeable ou absente dans les cellules leucémiques. L’activité kinase de ZAP-
70 n’est probablement pas le facteur responsable de l’augmentation de la signalisation issue du BCR 
(Deglesne et al., 2006), par contre il pourrait s’agir de son rôle adaptateur. En effet, les fonctions 
adaptatrices de ZAP-70 apparaissent conservées comme en témoigne sa capacité à recruter des 
régulateurs importants de la voie de signalisation du BCR, telles que c-CBL, CBL-b, SHC et la sous-unité 
régulatrice p85 de la PI3K. 
Ainsi, par la liaison au BCR et à SYK, les cellules exprimant ZAP-70 sont plus compétentes que les 
cellules ZAP-70 négatives à recevoir des signaux de survie et de prolifération de manière chronique par 
un antigène de l’environnement ou un autoantigène. 
 
II.D.2. Rôle du microenvironnement 
Au sein de la moelle épinière et des organes lymphoïdes secondaires, la LLC est engagée dans 
des interactions moléculaires et cellulaires complexes et mal définies avec les cellules stromales , les 
cellules environnantes et la matrice que l’on nomme collectivement « microenvironnement » (Burger et 
al., 2009a). Ces interactions affectent la survie des cellules de LLC, leur prolifération et vont contribuer à 
la résistance aux traitements. En effet, les cellules de LLC cultivées In vitro vont connaître une rapide 
mort par apoptose, néanmoins, la présence de cellules stromales les protège de cette mort cellulaire 
spontanée (Lagneaux et al., 1998). 
Le microenvironnement, par différentes populations cellulaires va permettre l’interaction avec 
les cellules malignes, par contact direct ou via l’intermédiaire de facteurs solubles, et promouvoir ainsi 
leur survie et leur prolifération. Ces processus impliquent la stimulation du BCR et des molécules de co-
stimulation à la surface des cellules de lymphomes, mais également les récepteurs aux chimiokines 
(Burger, 2011). Parmi ces interactions, les facteurs extrinsèques occupent une place privilégiée dans la 
survie des cellules leucémiques. Celles-ci se font dans des compartiments particuliers (Messmer et al., 
2005), les centres de prolifération pseudofolliculaires qui sont spécifiques de la LLC. Dans ces centres, les 
cellules de LLC vont s’entourer des cellules accessoires favorables à leur propre survie (Ghia et al., 
2005b). 
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 Figure 9 : Le microenvironnement de la leucémie lymphoïde chronique. (Adapté de Burger et al., 2009a) 
 
a) Cellules stromales 
 Les cellules stromales de la moelle épinière (Bone Marrow Stromal Cells (BMSCs)) ont été les 
premières cellules caractérisées comme interagissant avec les cellules de LLC (Lagneaux et al., 1998; 
Panayiotidis et al., 1996). L’hématopoïèse normale dépend des BMSCs qui pourvoient aux sites 
d’adhésion et aux facteurs de croissance nécessaire aux précurseurs hématopoïétiques. Dans la LLC, ces 
cellules ont une fonction similaire et vont créer des niches où les cellules de LLC vont être logées, 
nourries et protégées des agents cytotoxiques. Les cellules leucémiques ont une grande affinité pour les 
BMSCs. En co-culture les cellules de LLC vont migrer et adhérer très rapidement aux BMSCs. Cette 
affinité et la protection apportée par les BMSCs sont dépendante des intégrines β1 et β2 (Lagneaux et 
al., 1999), mais également de la chimiokine CXCL12/SDF1α (stromal derived factor 1), exprimée par les 
BMSCs et ligand du récepteur CXCR4 surexprimé par les cellules de LLC (Mohle et al., 1999; 
Stamatopoulos et al., 2012). Les BMSCs expriment également de haut niveau de Wnt5a qui va 
promouvoir la survie des cellules de LLC en stimulant le récepteur tyrosine kinase–like orphan receptor 1 
(ROR1) exprimé par les LLC (Fukuda et al., 2008). 
 Les BMSCs ont une origine mésenchymale et sont similaire aux cellules stromales 
mésenchymales actine (αSMA+)-positive (actin(αSMA+)–positive mesenchymal stromal cells (MSCs)).  Les 
cellules de LLC vont également interagir avec ces MSCs que l’on retrouve notamment dans les tissus 
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lymphatiques secondaires. Il est ainsi possible d’observer chez les patients de LLC de très denses 
infiltrations de cellules leucémiques dans les organes lymphoïdes secondaires suite au recrutement par 
les MSCs (Ruan et al., 2006). De manière intéressante, les interactions entre cellules de LLC et les MSCs 
et BMSCs sont bidirectionnelles, activant aussi bien les LLC que les cellules stromales (Ding et al., 2009). 
 Les cellules dendritiques folliculaires  produisent elles aussi des chimiokines comme CXCL13 
responsable de la localisation des lymphocytes B dans les follicules des organes lymphoïdes secondaires 
(Ansel et al., 2000), et pourraient jouer un rôle dans le recrutement des cellules leucémiques. En effet, 
les cellules de LLC surexpriment CXCR5, le récepteur à CXCL13 (Trentin et al., 2004). Outre le rôle de ces 
chimiokines sur la migration des cellules leucémiques dans les organes lymphoïdes secondaires, elles 
pourraient favoriser la survie des cellules leucémiques via notamment l’inactivation du facteur de 
transcription FOXO3a (Ticchioni et al., 2007). 
 
b) Les cellules « Nurse-like » 
 Les cellules « nurse-like » (NLCs) sont des cellules larges, rondes, adhérentes capables d’attirer 
les cellules de LLC. In vitro, elles sont issus de la différenciation des monocytes et peuvent être 
retrouvées In vivo dans la rate et les organes lymphoïdes secondaires (Tsukada et al., 2002). Ces cellules 
sont capables d’activer le BCR et la voie NF-κB et entraînent l’augmentation de l’expression de plusieurs 
gènes cibles du BCR tels que CCL3 et CCL4. A ce titre, le profil d’expression des gènes des cellules 
leucémiques induit par les NLCs est sensiblement le même que celui des cellules leucémiques isolées 
depuis les tissus lymphatiques secondaires (Burger et al., 2009b; Herishanu et al., 2011). Les cellules de 
LLC interagissent avec les NLCs sur de nombreux mécanismes moléculaires. En effet, les NLCs expriment 
de nombreuses chimiokines et de nombreux marqueurs. Les plus importants sont CXCL12/SDF1α  
(Burger et al., 2000; Stamatopoulos et al., 2012), CXCL13 (Burkle et al., 2007), CD31 (ligand de CD38), 
plexine B1 (Deaglio et al., 2005; Poggi et al., 2010), BAFF, APRIL (Nishio et al., 2005) et la vimentine 
(Binder et al., 2010). Elles montrent également un haut niveau de CD68 qui les rendent comparables aux 
macrophages CD68+ associés aux lymphomes (Burger, 2011; Poggi et al., 2010). 
 
c) Les lymphocytes T 
 Dès les premiers stades de la maladie, on observe une expansion polyclonale de lymphocytes T 
aussi bien CD4+ que CD8+ dans le sang périphérique. Ces lymphocytes T sont également retrouvés dans 
la moelle osseuse et les ganglions périphériques (Ghia et al., 2005a; Serrano et al., 1997).  
Les lymphocytes T sont capables de produire des cytokines, comme l’interleukine (IL-4) ou 
l’interféron (INFα et γ) pouvant induire une résistance des cellules leucémiques à l’apoptose (Mainou-
Fowler and Prentice, 1996). Au sein des centres de prolifération pseudofolliculaires, les cellules de LLC 
peuvent attirer les lymphocytes T CD4+  en produisant les chimiokines CCL3, CCL4 (Burger et al., 2009b), 
CCL22 et CCL17. Les lymphocytes T CD4+ sont également capables d’interagir via leur molécule de 
surface CD40L (CD154) avec les cellules de LLC exprimant la molécule CD40 (Ghia et al., 2002). Cette 
interaction va notamment augmenter l’expression de protéines anti-apoptotiques, comme la protéine 
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BIRC5 (Survivine) un inhibiteur des caspases (Granziero et al., 2001). De plus, les cellules de LLC en 
contact avec les cellules T CD4+ expriment à leur surface la molécule CD38 (Patten et al., 2008), dont 
l’expression est étroitement liée à la capacité de ces cellules à proliférer (Damle et al., 2007). Une étude 
récente dans laquelle des cellules de LLC sont co-transférées avec des lymphocytes T activées dans des 
souris immunodéficientes montre une meilleure survie et prolifération des cellules leucémiques et donc 
l’importance des interactions avec les lymphocytes T dans le développement de la pathologie (Bagnara 
et al., 2011). 
Toutefois l’importance des interactions avec les lymphocytes T reste très discutée. En effet les 
cellules T peuvent autant stimuler que supprimer les cellules de LLC. De plus, les interactions entre 
cellules de LLC et lymphocytes T inhibent la capacité de ces dernières à former des synapses 
immunologiques en induisant des changements dans la transcription des gènes du cytosquelette, 
inhibant la polymérisation de l’actine et la mobilité des cellules T. Ces modifications se retrouvent 
également lorsque des cellules T allogéniques saines sont mises en contact avec des cellules leucémiques 
(Ramsay et al., 2012; Ramsay et al., 2008). 
 
d) Les facteurs solubles et autres récepteurs 
• L’axe CXCR4-CXCL12/SDF1α : CXCR4 est le récepteur de la chimiokine CXCL12 sécrétée par les 
BMSCs. CXCL12 est capable de réguler négativement le niveau d’expression de CXCR4 sur les 
cellules de LLC. Les cellules de LLC surexpriment CXCR4 et son activation associée à une 
augmentation de la réponse fonctionnelle au CXCL12 In vitro contribuerait à l’infiltration des 
cellules dans la moelle osseuse (Burger et al., 1999; Calissano et al., 2009). De plus les LLC 
exprimant de haut niveau de ZAP-70 (Richardson et al., 2006), CD38 (Deaglio et al., 2007) ou de 
l’intégrine VLA-4 (CD49d) (Brachtl et al., 2011) montrent un potentiel migratoire plus important 
en présence de CXCL12. 
 
• L’axe CXCR5-CXCL13 : CXCR5 est le récepteur de la chimiokine CXCL13 qui régule la migration 
des lymphocytes vers leur niche dans les follicules lymphatiques.  Les cellules de LLC expriment 
fortement de CXCR5. Chez ces cellules, CXCL13 active la migration via les protéines Gi, PI3Ks, 
p44/42 MAPK et la polymérisation de l’actine (Burkle et al., 2007). Les NLCs sécrètent CXCL13 et 
participent ainsi au positionnement et à l’infiltration des cellules de LLC dans les tissus 
lymphoïdes. 
 
• BAFF et APRIL : BAFF (B-cell activating factor of the TNF family aussi connu sous le nom de Blys) 
et APRIL (a proliferation inducing ligand) appartiennent à la famille du TNF (tumor necrosis 
factor). Ces molécules sont des protéines homotrimériques de classe II transmembranaires, mais 
peuvent également êtres retrouvées sous forme soluble suite au clivage de la forme 
transmembranaire. On retrouve par exemple, des taux élevés d’APRIL circulant dans le sérum de 
patients LLC en comparaison à des sujets sains (Planelles et al., 2007). Ces ligands se lient au 
récepteur de la familles du TNF BCMA (B-cell maturation antigen) et TACI (transmembrane 
activator and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor). BAFF peut également se lier 
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au BAFF receptor (BAFF-R) (Haiat et al., 2006). Ces trois récepteurs sont retrouvés sur les cellules 
de LLC (Kern et al., 2004) alors que BAFF et APRIL sont exprimés par les NLCs (Nishio et al., 2005). 
La liaison de ces molécules induit l’activation de la voie NF-kB (Endo et al., 2007), l’expression de 
la protéine anti-apoptotique MCL-1 (Nishio et al., 2005) et celle de c-MYC (Zhang et al., 2010b), 
aboutissant à l’augmentation de la survie cellulaire. De façon intéressante, il fut montré en 2002, 
par l’équipe de John Reed, que la co-culture de cellules de LLC avec des cellules dendritiques 
primaires ou une lignée de cellules dendritiques augmentait la survie des cellules de LLC via 
l’augmentation de l’expression de la protéine MCL-1 ; ce mécanisme faisant intervenir la 
molécule de surface CD44 (Pedersen et al., 2002). 
 
• Ang2 et VEGF : Il existe une néovascularisation anormale de la moelle osseuse et des ganglions 
périphériques chez les patients atteints de LLC. En effet, les cellules de LLC sont capables de 
sécréter de l’Ang2 (Angiopoietin 2) et du VEGF (vascular endothelial growth factor). Cette 
production est encore plus forte en condition d’hypoxie (Maffei et al., 2010). Ce mécanisme 
contribue probablement à la vascularisation de la tumeur. Les cellules leucémiques expriment 
les récepteurs membranaires aux VEGF, mais leur production et utilisation de manière autocrine 
ne suffit pas à prévenir l’apoptose des cellules de LLC In vitro. Toutefois, les BMSCs sécrètent 
également du VEGF et ce en quantité bien plus importantes que les LLC. Ces cellules favorisent 
ainsi la vascularisation de la tumeur leucémique et à la survie des cellules de LLC (Gehrke et al., 
2011). 
 
e) La prolifération cellulaire dans la LLC 
 La LLC a été très longtemps considérée comme une pathologie présentant un défaut d’apoptose 
cellulaire conduisant à l’accumulation des cellules leucémiques dans le sang. Toutefois, il a depuis été 
observé l’existence d’une capacité de prolifération de certaines cellules leucémiques importante dans le 
développement de la maladie. 
Les cellules de LLC expriment les molécules CD38, le marqueur KI67, ou encore la cycline D1, 
dont les expressions sont étroitement liées à la capacité de ces cellules à proliférer (Damle et al., 2007). 
Ce compartiment prolifératif a été mis en évidence et quantifié in vivo utilisant une technique de 
marquage à l’eau deutérée (2H20) (Messmer et al., 2005). Cet isotope se retrouve dans l’ADN 
nouvellement synthétisé des cellules en division permettant d’évaluer le taux de croissance d’un clone 
leucémique. Celui-ci est compris entre 0,1% et plus de 1% par jour (Messmer et al., 2005) démontrant 
que les cellules de LLC sont pourvues d’une composante proliférative importante.  
Ces données sont également à rapprocher des données issues de l’étude des télomères dans la 
LLC. Une caractéristique intéressante des LLC est l’hétérogénéité en termes de longueur des télomères 
et l’activité télomérase (hTERT). Les télomères sont des structures nucléoprotéiques qui se trouvent à 
l’extrémité des chromosomes. Lors de chaque division cellulaire, les télomères s'érodent jusqu'à 
atteindre une taille critique qui déclenche alors une entrée en sénescence de la cellule. La structure et 
les fonctions des télomères dépendent des enzymes télomérases (hTERT, hTR, dyskérine) pour 
l'élongation, du complexe shelterin (TRF1, TRF2, TIN2, hRAP1, TPP1, POT1) qui réglemente la longueur 
39 
 
des télomères et les protège contre la dégradation et la fusion, et d’un ensemble d'éléments 
multifonctionnels, notamment RPA1, hEST1A, KU70/KU80 et le RAD50-MRE11-NBS1 (Gilson and 
Londono-Vallejo, 2007). La LLC résulte de l'accumulation progressive d'un clone leucémique présentant 
une faible activité télomérase au début de la maladie (Counter et al., 1995) et une activité augmentée 
aux stades avancés de la maladie (Damle et al., 2004). Des télomères courts sont associés à certains 
facteurs de mauvais pronostic et à certaines anomalies génétiques comme les  délétions 11q ou 17p, 
l’expression de ZAP-70 ou encore le statut non-muté des Ig. Dans ces cellules présentant des télomères 
courts, l'expression de la hTERT, la dyskérine, POT1, et hEST1A sont considérablement réduites (Poncet 
et al., 2008). L’ensemble de ces données suggère d’une part que les cellules de LLC sont pourvues d’une 
composante proliférative, et d’autre part que la diminution de l’activité télomérase et de sa régulation 
ainsi que les changements dans la composition des protéines télomériques sont impliqués dans la 
pathogénie de la LLC. 
 
II.D.3. Le défaut d’apoptose dans la LLC 
L’anomalie majeure dans la physiologie de la LLC  est une dérégulation du processus d’apoptose. 
Cette résistance à l’apoptose s’avère tout autant être due au microenvironnement cellulaire qu’aux 
altérations intrinsèques de la cellule de LLC (Packham and Stevenson, 2005).   
Les deux voies d’induction de l’apoptose par les récepteurs de mort TRAIL-R et FAS (CD95) sont 
altérées dans la LLC. Cette résistance serait due en partie à la surexpression de molécules anti-
apoptotiques, comme par exemple la protéine XIAP, protéine de la famille des IAPs  (Loeder et al., 2009) 
ou la surexpression des protéines c-FLIP et PED (phosphoprotein enriched diabetes), décrites comme des 
protéines à domaine de mort (DD), interférant avec l’activation de la caspase 8 et le complexe de 
signalisation du récepteur de mort TRAIL-R (Garofalo et al., 2007; MacFarlane et al., 2002). La 
surexpression de la protéine TOSO aussi connue sous le nom de FAIM3 (Fas inhibitory molecule 3), en se 
liant au domaine FADD, grâce à sa partie c-terminale, induit l’inhibition de la signalisation FAS et 
expliquerait la résistance à l’apoptose induite par FAS. L’expression de TOSO dans les cellules de LLC-B 
est induite suite à l’activation du BCR et son expression est associée à des facteurs de mauvais 
pronostiques dont le statut mutationel des Ig (Pallasch et al., 2008; Proto-Siqueira et al., 2008).  
La cellule leucémique de LLC est également caractérisée par une augmentation de l’expression 
de la protéine anti-apoptotique BCL-2. Cette surexpression peut être le fait de plusieurs mécanismes : 
- La région promotrice du gène codant pour BCL-2 fréquemment hypométhylée (Hanada et al., 1993). 
 - La délétion 13q14 contenant un cluster de deux miRNA 15-A/16-1 dont la délétion a été liée à la 
pathogénie de la LLC et qui sont capables de réguler négativement l’expression de nombreuses protéines 
du cycle mais également des régulateurs de l’apoptose incluant BCL-2 (Calin et al., 2008; Klein et al., 
2010).  
De plus, le profil d’expression des gènes de la famille BCL-2 est plutôt en faveur d’une signature 
anti-apoptotique. En effet, le ratio BCL-2/BAX  est corrélé avec la réponse aux drogues in vitro mais 
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également à la réponse des patients aux chimiothérapies. Par contre, aucune corrélation n’a été trouvée 
avec le stade de la maladie (Pepper et al., 1998; Saxena et al., 2004).  
Une autre protéine anti-apoptotique de la famille BCL-2, MCL-1, est surexprimée dans les 
cellules de LLC, et est inversement corrélée à la réponse aux chimiothérapies in vitro ou à l’échec de 
réponse des patients à différents agents chimiothérapeutiques (Awan et al., 2009; Kitada et al., 1998). 
De plus, une étude sur 185 patients a permis de mettre en évidence une relation entre l’expression de 
MCL-1 et d’autres marqueurs pronostiques comme le stade de la maladie, le statut mutationnel des Ig, 
l’expression de ZAP-70 ou encore de la molécule CD38 (Pepper et al., 2008). 
D’autres régulateurs classiques de l’apoptose comme la protéine p53 et ATM, senseurs clés des 
dommages à l’ADN, sont soit mutés, soit leur région codante est délétée chez 7%-9% des patients (Wang 
et al., 2011b). 
 
II.E. Traitement de la leucémie lymphoïde chronique 
 Malgré les progrès accomplis durant ces dernières années sur la compréhension de la LLC et les 
progrès accomplis en termes de traitement, cette maladie reste toujours incurable. Toutefois de 
nouveaux traitements sont étudiés en essais cliniques pour améliorer la durée de vie des patients 
atteints ou mieux traiter les patients présentant des résistances aux traitements conventionnels.  
 
II.E.1 Traitement standard 
 Le traitement par chimiothérapies n’est pas utilisé en routine dans la LLC. En effet, pour les 
stades précoces de la LLC ou les patients présentant une forme stable de la maladie, l’abstention 
thérapeutique est conseillée. Certains n’auront même jamais besoin d’un traitement. Les traitements ne 
sont démarrés que chez les patients présentant des stades avancés, symptomatiques ou agressifs de la 
pathologie. Le choix du traitement se fera par le clinicien en fonction du stade, de l’activité de la maladie, 
de l’âge du patient et de l’existence éventuelle de facteurs de co-morbidités. 
 Durant des années, le chlorambucil  (en combinaison ou non avec des stéroïdes) constituait le 
traitement de prédilection pour les patients présentant des formes agressives ou des stades avancés de 
la maladie (Dighiero et al., 1998). Il n’est plus aujourd’hui le traitement de première intention et n’est 
désormais utilisé que chez les patients âgés présentant des facteurs de co-morbidités. 
 Actuellement, les patients qui nécessitent un traitement sont soignés à l’aide d’analogue à la 
purine, la fludarabine, qui s’est vu depuis utilisé en combinaison avec un agent alkylant, la 
cyclophosphamide (traitement FC). Ce traitement a une grande efficacité de réponse, pouvant même 
aller à une rémission complète chez le patient (Eichhorst et al., 2006; Eichhorst et al., 2009; Robak et al., 
2010). 
 L’addition à ce traitement de base d’anticorps monoclonaux, notamment du rituximab, a montré 
des résultats encore plus efficaces. Ce traitement dit R-FC est administré aux patients jamais traités ainsi 
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qu’aux patients réfractaires aux autres traitements ou en rechute, jeunes ou physiquement en bonne 
santé. Il représente un risque chez les patient plus âgés du fait des risques de myélosuppression et des 
autres effets secondaires (Hallek et al., 2010; Robak et al., 2007). 
 Des essais cliniques récents ont également présenté des résultats prometteurs dans l’utilisation 
du rituximab et cyclophosphamide avec la pentostatine, un inhibiteur de l’adénosine désaminase ou la 
clabidrine, un agent alkylant pouvant être utilisé à la place de la fludarabine (Kay et al., 2007; Robak et 
al., 2010). Un autre agent alkylant qui a également une action d’analogue à la purine, la bendamustine a 
montré un effet chimiothérapique important dans les LLC (Knauf et al., 2009). Il est depuis fréquemment 
utilisé chez les patients réfractaires aux autres traitements ou en rechute. 
 Un autre anticorps monoclonal anti-CD20, l’alemtuzumab est utilisé en première intention  dans 
le traitement des patients présentant une délétion 17p. Il n’est utilisé qu’en deuxième ou troisième 
intention pour les patients ne présentant pas cette délétion (Gritti et al., 2012; Hillmen et al., 2007). 
 
II.E.2 La transplantation de cellules souches 
 La transplantation allogénique de cellules souches hématopoïétiques représente la seule 
méthode curative de la LLC. Mais ce type d’opération très lourde peut entraîner de nombreux effets 
secondaires chez le patient qui peut rejeter la greffe, voire décéder. Elle n’est donc utilisée que chez les 
patients jeunes résistant au traitement à la fludarabine ou faisant des rechutes précoces avec un statut 
muté pour le gène TP53 (Dreger et al., 2007). 
 
II.E.3 Les nouveaux agents anti-cancéreux pour la LLC. 
 Ces dernières années de nouvelles thérapies pour la LLC se sont développées et sont basées sur 
de nouveaux anticorps monoclonaux, des agents ciblant des membres de la famille BCL-2, les récepteurs 
impliqués dans les voies de survie cellulaire, des oligonucléotides anti-sens ou des agents 
antiangiogéniques. 
• GA101 (Obinutuzumab) : Anti-CD20 humanisé de deuxième génération, capable d’entrainer 
l’apoptose des cellules de LLC (Goede et al., 2013). 
• Oblimersen (OBL) : Oligodéoxyribonucléotide anti-sens capable de bloquer la transcription de la 
protéine BCL-2 (O'Brien et al., 2009a). 
• Obbatoclax mesylate (GX15-070) et Navitoclax (ABT-263) : BH3-mimétiques, le premier est un 
antagoniste de toute la famille BCL-2 re-sensibilisant à l’apoptose via TRAIL-R (O'Brien et al., 
2009b). Le second est sélectif de BCL-2 et relié aux protéines BCL-xL et BCL-w (Roberts et al., 
2012). 
• Ibrutinib (PCI-32765) : Inhibiteur de BTK, il va permettre l’inhibition de la voie du BCR. Il est très 
bien toléré par les patients et n’entraine pas de myélosuppression (Burger, 2014). 
• Idelalisib (CAL-101 (GS-1101)) : Inhibiteur de la signalisation PI3K, il s’est montré très efficace sur 
des patients présentant une délétion 17p (Macias-Perez and Flinn, 2013). 
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• Otlertuzumab (TRU-016) : C’est un anticorps monoclonal anti-CD37 humanisé. Il a la 
particularité d’entraîner l’apoptose des cellules leucémiques sans cytotoxicité complémentaire.  
Les sujets sains traités à l’otlertuzumab n’ont montré aucun effet secondaire (Gopal et al., 2014). 
• Alvocidib (flavopiridol, EFC6663) : Flavone synthétique, c’est un inhibiteur des cyclin dependent 
kinases (CDKs) 1,2 et 9. Il induit une apoptose p53-indépendante, mais il s’accompagne d’effets 
secondaires très fort avec une lyse tumorale, des infections et des diarrhées (Lin et al., 2009).  
• Lenalidomide (Revlimid) : Immunomodulateur utilisé dans le myélome multiple, il a montré une 
bonne efficacité dans la LLC. Il est bien supporté par des patients âgées atteints de forme 
symptomatique de la LLC (Badoux et al., 2011). 
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III. Les mécanismes de mort cellulaire 
 La mort cellulaire en tant que mécanisme régulé joue un rôle important dans de très nombreux 
processus biologiques allant de l’embryogénèse à l’immunité. Si ces mécanismes sont dérégulés, un 
excès de mort cellulaire ou au contraire l’inhibition de ces mécanismes peut entrainer l’apparition de 
diverses pathologies telles que des cancers, des problèmes d’auto-immunité ou des pathologies 
neurodégénératives. La mort cellulaire a ainsi été beaucoup étudiée et il est possible de définir différents 
mécanismes au sein d’une cellule conduisant à sa mort. 
 
III.A. L’apoptose 
 L’apoptose est un programme de mort cellulaire qui participe à l’embryogénèse et à 
l’homéostasie cellulaire du corps humain. 60 billions de cellules meurent chaque jour par apoptose dans 
le corps humain. La première définition de l’apoptose date des années 1960 où John Kerr décrivit des 
hépatocytes mourant après ischémie avec une morphologie originale, différente de la nécrose. Le terme 
d’apoptose n’a été introduit qu’en 1972 (Kerr et al., 1972). L’apoptose se caractérise au niveau 
morphologique par une rétraction des pseudopodes, un détachement du substrat, une diminution du 
volume cellulaire (pyknosis), une condensation définitive de la chromatine des noyaux (pyknocytose), 
une fragmentation nucléaire (karyorrhexis) et la formation de corps apoptotiques qui sont dégradés par 
les cellulaires phagocytaires in vivo. Durant ces processus, la membrane plasmatique reste intègre 
(Kroemer et al., 2009). La caractérisation biochimique de l’apoptose comprend une activation des 
caspases, une perméabilisation de la membrane plasmique mitochondriale (MOMP) et une exposition du 
phospholipide phosphatidylsérine sur la face externe de la membrane plasmique. 
 Les protéines clé de l’apoptose sont les caspases (cysteine aspartyl-specific proteases), une 
classe de cystéine protéases capables de cliver des sites présentant un résidu aspartique en C-terminal. 
Elles jouent un rôle critique dans l’initiation (caspases 2, 8, 9 et 10) et dans l’exécution de l’apoptose 
(caspases 3, 6 et 7). Une fois activées, les capases vont cliver des substrats tel que  la poly-ADP ribose 
polymerase-1 (PARP-1) et la DNAse inhibitrice de l’activité des caspases. S’en suit alors une MOMP qui 
est mise en évidence par la dissipation du potentiel trans-membranaire mitochondrial, la génération de 
ROS, la diminution de la production d’ATP et le relargage dans le cytoplasme de molécules 
mitochondriales (Kepp et al., 2011). 
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 Figure 10 : Les voies de l’apoptose. (Tirée de Zaman et al., 2014) 
 
Il existe deux grands types d’apoptose : l’apoptose extrinsèque et intrinsèque (Figure 10). 
L’apoptose extrinsèque : elle est induite par des signaux de stress extracellulaires reçus et 
transmis par des récepteurs spécifiques transmembranaires appelés récepteurs de mort cellulaire. Ces 
récepteurs font parti de la famille des récepteurs de mort cellulaire TNF (tumor necrosis factor). Les 
ligands tumor necrosis factor α (TNF-α), FAS/CD95 ligand  (FASL/CD95L/TNFSF6) et TNF-related apoptosis 
inducing ligand (TRAIL/APO2L/TNFSF10) qui lient respectivement les récepteurs TNF (TNFR1), FAS/ CD95 
(FAS/CD95/TNFRSF6), DR4 (DR4/TNFRSF10A) et DR5 (DR5/TNFRSF10B) vont enclencher les mécanismes 
d’apoptose lorsqu’ils sont présents en grande concentration. A l’inverse, les récepteurs de dépendance 
comme les récepteurs à la netrine induisent au contraire une apoptose lorsque la concentration de leur 
ligand spécifique est en dessous d’une valeur seuil (Galluzzi et al., 2012).  
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La voie de signalisation la mieux connue de l’apoptose est celle de FAS/FASL. La fixation de 
trimères de FASL induit un changement de conformation de FAS qui permet l’assemblage d’un complexe 
dynamique multiprotéique au niveau de sa région intracytosolique appelée death domain (DD). Tous les 
récepteurs de mort cellulaire partagent le même domaine DD. Les protéines recrutées au niveau du 
domaine DD de FAS sont  RIPK1 (receptor-interacting protein kinase 1), FADD (FAS-associated protein 
with a death domain),  cIAPs (cellular inhibitor of apoptosis proteins), E3 ubiquitine ligase et procaspase 
8 ou procaspase 10. Ce complexe protéique appelé death inducing signaling complex (DISC) régule 
l’activité de caspase 8 ou caspase 10. La protéine c-FLIP et ses multiples isoformes sont des homologues 
de la caspase-8 qui ont perdu cette activité caspase. Ils peuvent prendre la place de la caspase 8 dans le 
complexe DISC et inhiber l’activité de ce dernier (Galluzzi et al., 2012; Zaman et al., 2014). 
L’apoptose extrinsèque met toujours en jeu des récepteurs de mort cellulaire ou des récepteurs 
de dépendance. Elle est toujours caspase-dépendante et peut donc être empêchée par des inhibiteurs 
chimiques pan-caspases comme le QVD ou le Z-VAD. Hormis dans les lymphocytes, elle dépend de la 
perméabilisation de la membrane plasmique des mitochondries. 
 
L’apoptose intrinsèque : Elle est favorisée par divers stress cellulaires : stress oxydatif, altération 
de l’ADN, influx calcique cytosolique, excytotoxicité du glutamate dans le système nerveux, accumulation 
de protéines mal repliées dans le réticulum endoplasmique. Lorsque ces stress sont trop importants, on 
observe une MOMP. Cette voie est régulée par les protéines de la famille BCL-2, les protéines pro-
apoptotiques BAX et BAK. Lors de l’induction de cette voie, les protéines anti-apototiques de la famille 
BCL-2 vont être inhibées par les protéines BH3-only (BIM, BIK, NOXA, PUMA, BID, BAD, BMF) et 
permettre ainsi l’oligomérisation de BAX et BAK. Ensemble, ils vont permettre la formation d’un 
complexe multi-protéique issu de la membrane mitochondriale interne, le permeability transition pore 
complex (PTPC). L’ouverture prolongée du PTPC augmente brutalement la perméabilité de la membrane 
interne mitochondriale aux ions et aux molécules de faibles poids moléculaire provoquant un 
gonflement osmotique de la matrice mitochondriale et une rupture de la membrane externe 
mitochondriale. Ceci aura pour effet de permettre le relargage dans le cytosol  de SMAC/DIABLO et du 
cytochrome c. La MOMP induit la formation de l’apoptosome, composé du cytochrome c, d’APAF-1 
(apoptotic protease-activating factor-1) de deoxyadenosine triphosphate (dATP) et de la procaspase 9. 
SMAC de son côté va inhiber les protéines IAP pour prévenir l’inhibition de la procaspase 9 par ces 
protéine. L’apoptosome active les caspases 9 et 3 qui provoquent une mort apoptotique dépendante des 
caspases. La MOMP entraîne également une apoptose non caspase-dépendante en libérant dans le 
cytosol les protéines AIF (apoptose inducing factor), endonuclease G (ENDOG) et la serine protéase 
HTRA2 (high temperature requirement protein A2) qui provoquent la dégradation de l’ADN nucléaire et 
du cytosquelette (Galluzzi et al., 2012; Zaman et al., 2014). 
La MOMP est aussi délétère par la dissipation du potentiel trans-membranaire mitochondrial, la 
génération de ROS (reactive oxygene species) et la diminution de production d’ATP. Elle constitue donc 
le point de non retour de la cascade biochimique conduisant à une apoptose intrinsèque caspase 
dépendante et/ou caspase indépendante. 
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Les  voies intrinsèques et extrinsèques ne sont pas indépendantes. En effet, dans les 
lymphocytes, la caspase 8 active directement caspase 3 et la cascade de caspases effectrices de 
l’apoptose sans dépendre des mitochondries. Dans les autres types cellulaires, caspase 8 clive BID (BH3-
interacting domain death agonist) produisant un agent perméabilisant de la membrane plasmatique des 
mitochondries, tBID (truncated BID) (Galluzzi et al., 2012; Zaman et al., 2014). La libération de protéines 
mitochondriales dans le cytosol forme l’apoptosome, qui va entraîner dans certaines conditions une 
activation des caspases et une apoptose. Les deux voies achèvent leur signalisation par l’activation des 
caspases 3, 6 et 7 qui vont cliver leurs substrats et conduire à la destruction de la cellule. 
 
 L’apoptose est dérégulée dans les cancers. Le système hématopoïétique qui présente un haut 
renouvellement cellulaire, est particulièrement sensible à une dérégulation de ce mécanisme. Plusieurs 
causes peuvent entraîner cette dérégulation. La plus fréquente est la dérégulation de l’expression de 
membres de la famille anti-apoptotique BCL-2. Par exemple, la protéine BCL-2 est ainsi retrouvée 
surexprimée dans les lymphomes non-hodgkiniens suite à la translocation t(14;18) (Reed, 2008), dans la 
LLC suite à une hypométhylation de son gène ou à une perte de micro-ARNs (Calin et al., 2008; Hanada 
et al., 1993) ou dans les myélomes après une translocation t(11;14) (Bodet et al., 2011). La surexpression 
de BCL-2 dans ces cancers est fréquemment associée à un mauvais pronostic mais également à des 
résistances aux traitements (Campos et al., 1993; Saxena et al., 2004; Yunis et al., 1989). D’autres 
membres de cette famille ont été identifiés comme étant surexprimés et causant des résistances dans 
les pathologies hématopoïétiques. C’est le cas notamment de MCL-1 dans la LLC (Awan et al., 2009). 
 Une autre cause est la surexpression des protéines de la famille inhibitor of apoptosis (IAP) qui 
inhibent les caspases terminales du déclenchement de la mort cellulaire. De la même manière que la 
famille BCL-2, la surexpression des membres de cette famille va être marqueur de mauvais pronostic et 
participer à la résistance aux traitements. C’est le cas avec cIAP2 qui est surexprimée dans les 
lymphomes MALT suite à la translocation t(11;18)(q21;q21) (Dierlamm et al., 1999), dans les leucémies T 
de l’adulte suite à l’action de l’oncoprotéine TAX et l’activation de la voie NF-κB (Waldele et al., 2006), 
dans les leucémies myéloïdes aiguës où l’on retrouve également une surexpression de XIAP (Sung et al., 
2009; Tamm et al., 2004) et dans la LLC où la surexpression de XIAP, cIAP1 et cIAP2 sont marqueurs de 
mauvais pronostiques (Grzybowska-Izydorczyk et al., 2010). 
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III.B. L’autophagie 
 L’autophagie est un mécanisme lysosomal-dépendant qui dégrade des vésicules diverses 
provenant des organelles (Mizushima and Komatsu, 2011). Lors de ce mécanisme, se constitue dans le 
cytoplasme l’autophagosome,structure isolée à partir de la double membrane cellulaire riche en  
composés et protéines cytosoliques. Les autophagosomes matures vont fusionner avec les lysosomes 
pour former les autophagolysosomes et pour conduire au catabolisme du matériel cytoplasmique 
encapsulé dans l’autophagosome (Figure 11). Les hydrolases lysosomales dégradent la membrane 
interne et le contenu de l’autophagosome. Les macromolécules obtenues sont alors exportées dans le 
cytoplasme où elles participent à la production d’énergie ou à la synthèse de nouveaux métabolites. Ce 
mécanisme complexe est régulé par les protéines ATG. L’activité autophagique d’une cellule est 
démontrée par la présence d’autophagosomes et d’autophagolysosomes en microscopie électronique et 
par la détection de la lipidation du microtubule-associated protein 1 light chain 3 (MAP1LC3 ou LC3). Le 
LC3 II participe à l’élongation des vésicules autophagiques (Kepp et al., 2011). 
 Chez un organisme, l’autophagie est un processus crucial impliqué dans le développement, 
l’immunité et l’âge (Choi et al., 2013), mais est aussi relié à une forme de mort appelée mort 
autophagique ou mort cellulaire de type II. L’autophagie a été décrite en 1973 par Schweichel et Merker 
(Schweichel and Merker, 1973) comme un mécanisme essentiel de mort cellulaire. Cependant dans la 
plupart des cas, l’autophagie semble plutôt accompagner la mort qu’en être la cause (Das et al., 2012). 
L’autophagie constitue plus fréquemment un mécanisme de survie face à un stress métabolique et 
restaure l’homéostasie cellulaire. Son inhibition aggrave la mort cellulaire dans la plupart des cas.  
Activer l’autophagie permet de lutter contre des phénomènes de vieillissement, de dégénérescence et 
d’ischémie. Inhiber l’autophagie permet de sensibiliser des tumeurs à la radiothérapie ou à d’autre 
chimiothérapies (Galluzzi et al., 2012). 
 L’autophagie en tant que mort n’a été démontrée qu’in vitro. On la retrouve ainsi dans les 
cellules déficientes en BAX et BAK où les molécules clés de l’autophagie BECLIN-1 et ATG5 induisent une 
mort spécifique (Shimizu et al., 2004) ou dans le cas de l’inhibition des caspases, s’accompagnant d’une 
augmentation des ROS (Lamy, 2013; Yu et al., 2006). Dans ce cas également la surexpression de BECLIN-1 
dans les cellules est capable d’induire la mort par autophagie (Liu et al., 2013a; Pattingre et al., 2005). 
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Figure 11 : L’autophagie. (Tiré de Kepp et al., 2011) 
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III.C. La nécrose cellulaire. 
 La nécrose cellulaire a longtemps été considérée comme un mécanisme passif, accidentel et 
pathologique. On sait actuellement que ce mécanisme de mort cellulaire peut être régulé et peut 
constituer une mort cellulaire programmée physiologique (Vandenabeele et al., 2010). La nécrose 
correspond à la mort cellulaire de type III de la classification de Schweichel et Merker (Schweichel and 
Merker, 1973). 
  Anciennement la nécrose était définie comme une mort ne présentant pas d’aspect 
morphologique d’autophagie ou d’apoptose. Depuis, des critères morphologiques ont été définis : 
cytoplasme translucide, gonflement des organelles cytoplasmiques, condensation de la chromatine en 
amas irréguliers, gonflement cellulaire (oncosis) entraînant une rupture précoce de la membrane 
plasmique (Kroemer et al., 2009). Il existe peu de marqueurs biochimiques spécifiques de la nécrose 
cellulaire (Vandenabeele et al., 2010). En effet, nombre des processus rencontrés dans la nécrose se 
retrouvent également dans les autres morts cellulaires. Ainsi la perméabilisation des membranes 
lysosomales et mitochondriales, la génération excessive de ROS, la consommation d’ATP, l’activation de 
protéases non-caspases comme les cathepsines et la calpaïne et l’augmentation de l’influx calcique intra 
cellulaire sont également détectés dans l’apoptose. A l’inverse, la MOMP et  la présence d’HMGB1 (high-
mobilility group protein B1) et de CYPA (ou peptidylprolyl isomerase A, PPIA) dans le milieu 
extracellulaire sont très évocatrices d’un mécanisme de nécrose cellulaire. 
 
Figure 12 : Induction de la mort par le TNF récepteur. L’interaction du TNF et du TNFR conduit à la formation d’un 
complexe I qui va entraîner soit une survie, soit une mort cellulaire par apoptose ou nécrose en fonction de 
l’activation ou de l’inhibition de la caspase 8 par des stimuli externes. 
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L’activation des récepteurs de mort cellulaires entraîne généralement une apoptose mais dans 
certaines conditions et sur certains types cellulaires, elle permet d’initier une nécrose cellulaire 
programmée. Les récepteurs impliqués sont FAS/CD95, TRAIL-R 1 et 2 et TNF receptor 1 et 2 dont 
l’implication dans la nécrose est la mieux caractérisée (Figure 12). Le TNFα provoque un changement 
conformationnel de TNFR lui permettant de recruter au niveau de sa partie cytoplasmique un complexe 
multi protéique appelé TNFR complexe I (Micheau and Tschopp, 2003). Il comprend les protéines TRAD 
(TNFR-associated death domain), RIPK1 (receptor-interacting protein kinase), cIAP1 et 2 (cellular 
inhibitor of apoptosis), TRAF 2 et 5 (TNFR-associated factor). En fonction des stimuli externes et du type 
de cellules le complexe I va induire une survie cellulaire via la voie NF-κB ou une mort cellulaire favorisée 
par le recrutement de ROS-generating NADPH oxydase 1(NOX1) à la membrane plasmique. Lorsque la 
voie pro-survie de NF-κB est inactivée et RIPK1 déubiquitinée, le TNFR1 est internalisé dans le 
cytoplasme cellulaire, menant à l’assemblage d’un death inducing signaling complex (DISC), ici appelé 
TNFR complexe II. Il est composé de TRADD, FADD, caspase 8, RIPK 1 et 3. Ce complexe II peut induire 
une apoptose ou une nécrose cellulaire. La caspase 8 va entraîner une apoptose en inhibant par clivage 
RIPK1 et 3 et en activant la cascade des caspases de l’apoptose. Au contraire, si la caspase 8 est inhibée, 
RIPK 1 et 3 sont phosphorylées et induisent une nécrose cellulaire. RIPK 1 et RIPK3 vont constituer le 
nécrosome en association avec d’autres protéines comme MLKL (mixed lineage kinase domain–like) et 
PGAM5 (mitochondrial phosphoglycerate mutase protein phosphatase) (Wang et al., 2012). 
L’augmentation des ROS et les calciums ionophores peuvent également induire une nécrose cellulaire 
intrinsèque. Cette voie est dépendante de PGAM5, mais indépendante des récepteurs de mort cellulaire 
et des protéines RIPK 1 et 2 (Wang et al., 2012). PGAM5 est activé par les ROS, via KEAP-1 (Lo and 
Hannink, 2008) qui est une protéine sensible aux variations du potentiel redox cellulaire. 
Le terme de nécroptose désigne stricto-sensu une forme régulée de nécrose active qui implique 
l’activation de RIPK1 et RIPK3 (receptor-interacting protein kinase) après stimulation du récepteur de 
mort cellulaire TNFR1 (Duprez et al., 2011). Des travaux récents ont même montré que RIPK3 pouvait 
être suffisant pour induire une nécroptose, définissant celle-ci comme une nécrose RIPK3 dépendante 
(Moujalled et al., 2013) (Figure 13).  
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Figure 13 : Mécanismes de la necroptose via RIPK3. Divers stimuli incluant les dommages à l’ADN, les infections 
virales, l’engagement des récepteurs TCR, TLR ou TNFR, conduisent à l’activation de RIPK3. Ceci conduit à 
l’oligomérisation de RIPK3 et la phosphorylation en aval de MLKL, ainsi qu’à une production de ROS par la 
mitochondrie. Une fois phosphorylée, MLKL est transloquée à la membrane et entraîne sa lyse. (Tirée de Tait et al., 
2014) 
 
Necroptose et nécrose s’exécutent de la même manière après le recrutement de RIPK1 et RIPK3 
pour former le nécrosome. Ce mécanisme repose sur des perturbations bioénergétiques, la production 
excessive de ROS, et la perméabilisation des membranes des mitochondries et des lysosomes. L’adénine 
nucléotide translocase (ANT), protéine de la membrane interne mitochondriale, va échanger l’ATP 
produit par la mitochondrie avec l’ADP cytosolique. RIPK1 inhibe ANT, ce qui diminue la production 
mitochondriale d’ATP et modifie le potentiel membranaire mitochondrial. Le nécrosome active alors les 
sphingomyélinases (SMase) qui libèrent céramides et sphingosine. Il augmente l’influx calcique ce qui 
active les calpaïnes et la phospholipase A2 plasmique (cPLA2) qui libèrent à partir des phospholipides de 
l’acide arachidonique, lui-même transformé en hydropéroxydes lipidiques par la lipoxygénase. 
Sphingosines, calpaïnes et hydroxydes lipidiques provoquent une perméabilisation des membranes 
lysosomales (LMP) ce qui entraîne une libération des hydrolases acides lysosomales dans le cytoplasme. 
Le nécrosome augmente le pool d’ion fer libre en activant la dégradation de la ferritine et stimule la 
glycogénolyse et la glutaminolyse. Le métabolisme oxydatif, le métabolisme des céramides, 
l’augmentation du pool d’ions fer libres et l’activation de NOX1 produisent des ROS. Les ROS entraînent 
une péroxydation lipidique, des anomalies de la chaîne respiratoire mitochondriale. Le stress oxydatif et 
l’augmentation du taux de calcium favorisent l’ouverture prolongée du PTPC qui conduit à la 
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perméabilisation de la membrane mitochondriale (MMP). Le PTPC implique les protéines ANT, VDAC 
(voltage dependant anion channel), cyclophilin D (CYPD). La MOMP entraîne une libération de molécule 
mitochondriale cytotoxique. AIF (apoptosis inducing factor) dégrade l’ADN nucléaire ce qui augmente 
l’activité réparatrice de PARP-1 sur l’ADN mais épuise rapidement les stocks d’ATP (Vandenabeele et al., 
2010). 
La phosphatase mitochondriale PGAM5 est activée dans les voies intrinsèques et extrinsèques 
d’induction de la nécrose cellulaire. Elle se lie au nécrosome dans un environnement hydrophobe, 
probablement au site de fission mitochondriale où est localisée DRP1 (dynamin related protein). PGAM5 
active DRP1 en déphosphorylant sa sérine 637 (Wang et al., 2012). DRP1 contrôle la fission 
mitochondriale (Otera and Mihara, 2011). La translocation de DRP1 du cytoplasme à la mitochondrie 
provoque une fragmentation des mitochondries, une altération de la chaine respiratoire mitochondriale, 
une dissipation du potentiel transmembranaire mitochondrial, une génération de ROS et une baisse du 
niveau d’ATP. Le niveau d’expression de DRP1 est corrélée à la susceptibilité de cellules issus de LLC 
d’entrer en mort nécrotique (Bras et al., 2007). L’inhibition de DRP1 par des agents chimiques ou des 
siRNA diminue la nécrose induite par le TNF (Wang et al., 2012). 
 
III.D. La mort indépendante des caspases. 
 Les évènements pro-apoptotiques vont causer une MOMP. La MOMP peut engendrer une mort 
cellulaire même lors d’une absence d’activation des caspases. Dans ce cas la mort n’est pas une 
apoptose mais une mort indépendante des caspases (CICD ; caspase-independent cell death) (Tait and 
Green, 2008) (Figure 14). Celle-ci montre des similarités avec l’apoptose mais présente des critères 
morphologiques, biochimiques  et cinétiques propres. Toutefois les mécanismes exacts de cette mort 
restent encore à éclaircir. 
Deux modèles opposés proposent que la CICD puisse aussi bien être déclenchée par la MOMP 
que par une perte de fonctions mitochondriales : 
- Dans le premier, la MOMP va permettre le relargage des protéines mitochondriales AIF, l’endonucléase 
G (endo G) et HtrA2/Omi. L’absence de ses protéines a été montrée comme pouvant inhiber la CICD 
induite dans des cellules (Bahi et al., 2006). Paradoxalement, le relargage  depuis la mitochondrie d’AIF 
et endo G va nécessiter une activité caspase qui sera par la suite inhibée (Arnoult et al., 2003; Munoz-
Pinedo et al., 2006). 
- Dans le second modèle, la CICD est déclenchée par une perte progressive des fonctions 
mitochondriales. La perméabilisation de la membrane mitochondriale s’accompagne d’une perte rapide 
d’activité des complexes I et IV de la chaîne respiratoire mitochondriale (Lartigue et al., 2009), mais 
également d’un clivage de TIM23, une sous-unité du complexe de translocation de la membrane interne 
de la mitochondrie, et une dégradation du cytochrome c. Ces évènements vont entraîner un arrêt 
d’activité de la mitochondrie et causer la CICD (Ferraro et al., 2008; Goemans et al., 2008). 
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Figure 14 : Les mécanismes de mort induit par la MOMP. En réponse à de multiples stress (dommages à l’ADN, 
augmentation du Ca2+ cytosolique, etc) des signaux de mort cellulaire convergent à la mitochondrie et déclenche 
une MOMP (mitochondrial outer membrane Permeabilization). La mitochondrie perd son potentiel membranaire et 
arrête alors de produire de l’ATP. La mitochondrie produit alors des ROS et les protéines contenues dans l’espace 
inter-membranaire de la mitochondrie sont relâchées dans le cytosol. Elles induiront selon les conditions une 
apoptose ou une mort indépendante des caspases. 
  
 Dans tous les cas, la mitochondrie apparaît comme ayant un rôle actif dans la CICD. Ceci a été 
confirmé par une étude de Narendra et al., dans laquelle des cellules privées de mitochondries ont 
survécu plus de 4 jours, temps bien supérieur à la cinétique normale d’exécution d’une CICD (Narendra 
et al., 2008; Tait et al., 2013). De même, il existe des mécanismes compensatoires à la perte des 
fonctions bioénergétiques de la mitochondrie. Ainsi, la GAPDH a été identifiée comme pouvant protéger 
les cellules de la CICD d’une manière dépendant des fonctions glycolytiques de la cellule (Colell et al., 
2007; Jacquin et al., 2013). 
  
III.E. Les autres types de mort cellulaire. 
D’autres types de mort cellulaire ont été décrits (Galluzzi et al., 2012; Kepp et al., 2011). Ils 
correspondent à des cas spécifiques, parfois débattus, et partagent souvent des caractéristiques de 
l’apoptose ou de la nécrose. 
• Catastrophe mitotique : Mort cellulaire survenant pendant ou peu de temps après un échec de 
mitose. Les cellules ont des micronoyaux et sont multinuclées. Ce mécanisme est 
essentiellement oncosuppresseur et surviendrait durant la phase M du cycle cellulaire. 
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• Anoikis : Forme d’apoptose provoquée par le détachement des cellules de la matrice extra-
cellulaire. Elle se caractérise par une perte  de l’’engagement des intégrines β1, une inhibition de 
l’expression d’EGFR et de ERK1 ainsi qu’une surexpression de la protéine BIM. 
• Entosis : Une cellule phagocyte une cellule voisine vivante qui va alors mourir par digestion dans 
le phagosome. 
• Parthanatos : Mort caspase indépendante, induite par PARP-1 via des facteurs induisant une 
apoptose se terminant par une lyse de la chromatine médiée par AIF.  
• Autoschizis : Mort induite par l’association de vitamine C et K3 dans certaines cellules 
cancéreuses, conduisant à une auto-excision du cytoplasme. 
• Pyroptosis : Activation de la caspase 1, production d’interleukine1β, aspect morphologique 
d’apoptose ou de nécrose. Elle est déclenchée après une infection bactérienne.  
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IV. Le système ubiquitine-protéasome 
 Le système ubiquitine-protéasome (UPS) est l’un des principaux systèmes permettant la 
dégradation des protéines intracellulaires. Chez les eucaryotes, il est impliqué dans la régulation de 
nombreuses fonctions, dont les plus connues sont la suppression des protéines endommagées et 
l’homéostasie protéique. La régulation des protéines par ce complexe se fait essentiellement à la suite 
d’une modification post-transcriptionnelle de la protéine qui se voit ubiquitinée (ou à l’inverse 
déubiquitinée). L’ubiquitination va contrôler la dégradation des protéines par le protéasome mais va 
également intervenir dans les mécanismes de réparation de l’ADN, de remodelage de la chromatine, de 
régulation du cycle cellulaire, dans les mécanismes d’endocytose et dans les voies de signalisation. 
 
IV.A. L’ubiquitine 
IV.A.1. Caractérisation de l’ubiquitine. 
a) Généralités 
 L’ubiquitination des protéines a été découverte au début des années 80 comme une 
modification post-traductionnelle faisant intervenir  une petite protéine, l’ubiquitine. Son nom vient du 
fait qu'elle est localisée dans tous les compartiments subcellulaires de toutes les cellules des 
organismes ; elle est dite ubiquitaire. A l’origine, cette modification a été identifiée comme capable de 
réguler la demi-vie des protéines qui vont subir une rapide dégradation ATP-dépendante par le 
protéasome. L’ubiquitine était alors connue sous le nom d’APF-1 (ATP-dependant proteolysis factor 1) et 
Aaron Ciechanover, Avram Hershko et Irwin Rose l’identifièrent comme une protéine se liant de manière 
covalente aux protéines qui vont être dégradées par une voie ne sollicitant pas une destruction 
lysosomale, connue à l’époque pour être la principale méthode de destruction des protéines. 
Ciechanover, Hershko et Rose caractérisèrent et nommèrent l’ubiquitine dans une série d’articles 
pionniers dans la découverte du système ubiquitine-protéasome (Ciechanover et al., 1980; Hershko et 
al., 1980; Hershko et al., 1981; Hershko et al., 1983; Hershko et al., 1984). Ces travaux leur valurent 
l’attribution d’un prix Nobel en chimie en 2004. 
 L’ubiquitine est composée de 76 acides aminés pour un poids d’environ 8 500 Da et est 
extrêmement conservée à travers tous les organismes eucaryotes. Par exemple, l’ubiquitine des levures 
ne diffère que dans la position de trois acides aminées par rapport à l’ubiquitine humaine alors qu’un 
billions d’années d’évolution séparent les champignons des humains (Neutzner and Neutzner, 2012). Elle 
est exprimée sous forme de précurseurs protéiques inactifs, soit en fusion N-terminal avec une autre 
protéine (souvent des protéines ribosomales), soit en une succession de plusieurs molécules d’ubiquitine 
fusionnées les unes aux autres. La maturation de l’ubiquitine est assurée par des déubiquitinases 
(deubiquitinating enzymes (DUB)) qui vont cliver les précurseurs et entraîner l’exposition de la glycine en 
C-terminal, indispensable à la conjugaison de l’ubiquitine avec ses substrats. 
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 Figure 15 : L’ubiquitine et ses résidus. La structure de l’ubiquitine comporte sept résidus lysine (en rouge avec leur 
atomes de nitrogène en bleu), un résidu méthionine Met1 (en vert) et une queue C-terminale Gly75-Gly76 impliquée 
dans les formations isopeptidiques (avec des atomes d’oxygène en rouge et de nitrogène en bleu). (Tiré de 
Komander, 2009). 
 
b) Activation et conjugaison de l’ubiquitine 
L’ubiquitine se lie via son résidu glycine C-terminal au groupement ε-amine d’un résidu lysine de 
son substrat cible. Cette réaction complexe se réalise à l’aide d’une cascade enzymatique nécessitant 
plusieurs étapes. La première étape ATP-dépendante est l’activation de l’ubiquitine. L’énergie apportée 
par l’hydrolyse de l’ATP va permettre la formation d’un intermédiaire adénylé de l’ubiquitine. S’en suit 
l’activation du groupement carboxyle de la glycine 76 en C-terminal de l’ubiquitine par un résidu cystéine 
du site actif d’une enzyme E1. Cette réaction va former une liaison covalente thiol-ester à haut potentiel 
énergétique. La deuxième étape est une réaction de trans-estérification permettant le transfert de 
l’ubiquitine sur la cystéine du site actif d’une enzyme de conjugaison E2. Enfin, la troisième étape est la 
reconnaissance et le transfert de l’ubiquitine sur son substrat par une enzyme E3 ligase. Cette ligase va 
former une liaison covalente thiol-ester sur un résidu cystéine avec l’ubiquitine avant de la transférer sur 
son substrat cible (Komander, 2009). 
L’ubiquitine peut être son propre substrat de fixation. En effet, l’ubiquitine possède sept résidus 
lysine (Lys6, Lys11, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48 et Lys63) dont le groupement ε-amine peut servir, avec le 
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groupement amine N-terminal, de site accepteur pour une autre ubiquitine (Figure 15). Ceci va 
permettre la formation de différentes chaînes de poly-ubiquitination qui vont remplir différentes 
fonctions (Neutzner and Neutzner, 2012). 
L’ubiquitine se lie à une protéine en s’attachant à un site spécifique du substrat appelé UBD 
(Ubiquitin binding domain). Il existe différents UBDs présentant divers motifs  de liaison, parmi lesquels 
ont été identifiés le motif UIM (Ubiquitin-interaction motif), le motif MIU (motif interacting with 
Ubiquitin) et le motif UBA (Ubiquitin-associated domain). D’autres motifs existent et ont la capacité de 
lier l’ubiquitine, majoritairement via une liaison hydrophobique autour d’un acide aminé capital, l’Ile44. 
L’interaction de l’ubiquitine à ce simple domaine de liaison suffit à empêcher la fixation de différents 
effecteurs protéiques sur le même substrat et permet d’enclencher une réponse propre à 
l’ubiquitination de la protéine (Dikic et al., 2009). 
 
IV.A.2. Les fonctions de l’ubiquitination. 
 Les différents types de chaînes d’ubiquitination, dont les conformations peuvent être variées, 
vont permettre des régulations spécifiques suite à l’ubiquitination d’une protéine (Figure 16). 
L’ubiquitination va ainsi intervenir dans les mécanismes de stabilisation ou destruction d’une protéine 
mais aussi sur sa localisation intracellulaire. 
• L’ubiquitination en Lys48 : L’ubiquitination sur la Lys48 est la forme canonique de la poly-
ubiquitination et fut longtemps considérée comme la seule existante. Des chaînes de poly-
ubiquitination en Lys48 de tétramères constituent la taille minimale permettant une 
reconnaissance par le protéasome (Thrower et al., 2000). Les protéines ubiquitinées en Lys48 
sont dégradées en quelques minutes. L’ubiquitine elle-même n’est pas dégradée par le 
protéasome, mais recyclée par l’action d’enzymes de déubiquitination associées au protéasome 
(Finley, 2009). 
 
• L’ubiquitination en Lys63 : L’ubiquitination en Lys63 apparaît être non dégradative et participe à 
l’endocytose, la réponse aux dommages à l’ADN et à la signalisation cellulaire. Le rôle le plus 
étudié de la poly-ubiquitination en Lys63 est la régulation de la signalisation aux cytokines. Les 
cytokines telles que TNFα, peuvent éventuellement conduire à l’activation de TAK1, du complexe 
IKK et à l’activation de NF-κB. Hors, il s’est avéré que l’activation d’IKK par TAK1 est un 
mécanisme Lys63 dépendant (Deng et al., 2000). C’est également le cas d’autres protéines 
comme RIPK1, IRAKs et le récepteur TRAF (Deng et al., 2000; Ea et al., 2006; Ordureau et al., 
2008). La découverte d’une DUB Lys63-spécifique, CYLD, impliquée dans les voies de signalisation 
NF-κB, Wnt et IRF, souligne le rôle important de cette ubiquitination dans la transduction de ces 
signaux (Massoumi, 2011).  L’endocytose est également reliée à la reconnaissance des 
récepteurs de surface ubiquitinés par la machinerie ESCRT (endosomal sorting complex required 
for transport). Initialement, la mono-ubiquitination a été découverte comme impliquée dans ce 
mécanisme. Depuis, plusieurs récepteurs de surface ont été identifiés comme poly-ubiquitinés 
en Lys63 avant leur internalisation et la DUB AMSH, ayant une spécificité d’action sur la Lys63 
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(Duncan et al., 2006; Geetha et al., 2005; Huang et al., 2006), a été identifiée comme impliquée 
dans la régulation de l’endocytose (Sato et al., 2008). L’ubiquitination en Lys63 est aussi 
impliquée dans la réponse aux dommages à l’ADN. Ainsi, la protéine PCNA de la famille des 
clamps glissants de l’ADN peut être mono-ubiquitinée, favorisant la synthèse translésionnelle de 
l’ADN, alors que sa poly-ubiquitination en Lys63 va à l’inverse limiter les erreurs lors de la 
réplication (Moldovan et al., 2007). L’histone H2A va également être poly-ubiquitinée en Lys63 
par les E3 ligases RNF8 et RNF168 après des dommages à l’ADN (Doil et al., 2009; Mailand et al., 
2007). 
 
Figure 16 : Ubiquitination : machinerie et fonctions associées. (Tiré de Neutzner and Neutzner, 2012) 
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• L’ubiquitination en Lys11 : Bien que moins prépondérante que l’ubiquitination en Lys48, 
l’ubiquitination en Lys11 a également été caractérisée comme impliquée dans la dégradation des 
protéines (Baboshina and Haas, 1996; Xu et al., 2009). Cette ubiquitination s’est révélée 
importante dans le cycle cellulaire. L’E3 ligase, APC/C (anaphase-promoting complex/cyclosome), 
et l’E2 ligase, UBE2C/UbcH10 qui fonctionne avec APC/C, régule le cycle cellulaire en assemblant 
des chaîne Lys11 sur les protéines qui doivent être dégradé par le protéasome durant le cycle (Jin 
et al., 2008). 
 
• L’ubiquitination en Lys6 : Le rôle de cette poly-ubiquitination est toujours méconnu. Toutefois 
un complexe d’E3 ligase RING hétérodimérique a été identifié comme ubiquitinant en Lys6.  Le 
complexe est composé des protéines BRCA1 et BARD1 et va ubiquitiner RAP80 en Lys6 et Lys63, 
lors des mécanismes de dommages à l’ADN (Sobhian et al., 2007). 
 
• L’ubiquitination en Lys27, Lys29 et Lys33 : Ces trois sites d’ubiquitination étant très proches, peu 
de données formelles les concernant existent. La protéine U-box-containing Ufd2a est capable 
d’ubiquitiner en Lys27 et Lys33, mais il n’y a pas de rôle connu de l’ubiquitination par Lys27 
(Hatakeyama et al., 2001). Les E3 ligases HECT polyubiquitinent leurs cibles en Lys29. Parmi celles-
ci, les E3 ligases HECT Deltex et Ufd5 sont impliquées dans la dégradation lysosomale et l’UFD 
(ubiquitin fusion degradation) (Chastagner et al., 2006; Johnson et al., 1995). Enfin, nombres de 
protéines reliées à la famille AMPK (AMP-activated protein kinase) sont poly-ubiquitinées en 
Lys29 et/ou en Lys33. La DUB USP9X régule l’ubiquitination de ces protéines et il apparaît que ces 
ubiquitinations Lys29/Lys33 ont pour effet d’inhiber la phosphorylation des protéines de la famille 
AMPK (Al-Hakim et al., 2008; Jaleel et al., 2006). 
 
Outre les ubiquitinations sur les différentes lysines, différents types de chaînes existent et déterminent 
des fonctions de l’ubiquitination.  
• La mono-ubiquitination : Il s’agit de la fixation sur l’une des lysines de la protéine d’une unique 
ubiquitine et non d’une chaîne de poly-ubiquitination. Une protéine peut être mono-ubiquitinée 
sur plusieurs sites. La mono-ubiquitination est essentiellement non dégradative et participe à la 
régulation d’expression des gènes, à la réponse aux dommages à l’ADN et au trafic cellulaire. La 
monoubiquitination régule la localisation subcellulaire. En effet, plusieurs récepteurs de 
l’endocytose tel que par exemple l’EGF récepteur ou le PDGF récepteur, sont mono-ubiquitinés 
de même que leurs protéines cibles pour permettre leur recrutement lors de ce mécanisme 
(Haglund et al., 2003). Les histones H2A et H2B ont également été décrites comme mono-
ubiquitinées et cette ubiquitination varie durant le cycle cellulaire suggérant un rôle dans la 
division cellulaire, la réparation et la réplication de l’ADN (Weake and Workman, 2008). 
Toutefois le rôle exact de cette ubiquitination des histones reste incertain. 
 
• Les chaînes d’ubiquitination linéaire : La polyubiquitination est l’assemblage de plusieurs 
ubiquitines via leur résidu glycine C-terminal au groupement ε-amine d’un résidu lysine d’une 
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autre ubiquitine. Toutefois en 2006, Iwai et ses collaborateurs décrivirent le complexe E3 ligase 
LUBAC constitué de deux protéines à domaine RING, HOIL-1 (haem-oxidized iron-regulatory 
protein 2 ubiquitin ligase-1) et HOIP (HOIL-1-interacting protein). Ce complexe est capable de 
synthétiser une chaîne de poly-ubiquitine d’un nouveau type, où le résidu glycine C-terminal 
d’une ubiquitine se lie au groupement α-amine d’un résidu méthionine N-terminal d’une autre 
ubiquitine. Cette chaîne particulière fut appelée chaîne d’ubiquitine linéaire. Iwai dans son étude 
a montré l’importance de cette chaîne dans la voie NF-κB car la protéine NEMO du complexe IKK 
est capable de reconnaître spécifiquement cette chaîne linéaire (Iwai, 2012). 
 
• La poly-ubiquitination mixée et branchée : Généralement les chaînes de polyubiquitination sont 
homogènes. Mais certaines chaînes peuvent présenter des liaisons variées, présentant sur la 
même chaîne des Met1, Lys6, Lys11, Lys27, Lys29 et Lys33. Ces chaînes mixées sont reconnues dans 
les mécanismes d’endocytose et de signalisation immunitaire (Boname et al., 2010; Emmerich et 
al., 2013). De même, ces chaînes peuvent présenter une poly-ubiquitination dite branchée dans 
laquelle une même ubiquitine va lier plusieurs ubiquitines sur différentes lysines Lys27, Lys29 ou 
Lys33, créant un branchement tel les différentes branches d’un arbre. L’ubiquitination branchée 
semble n’avoir pour seul rôle que de permettre l’accélération de la dégradation au protéasome 
(Meyer and Rape, 2014). 
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Figure 17 : Les formes d’ubiquitination. (A) Les modifications de l’ubiquitine ont trois dispositions générales : 
monoubiquitination, multi-monoubiquitination et polyubiquitination. (B) Polyubiquitinations homotypiques, dans 
lesquelles chaque ubiquitine ne contient qu’un seul type de liaison. De multiples chaines d’ubiquitine homotypique 
sur un même substrat sont possibles. (C) Polyubiquitinations hétérotypiques. Dans les chaines mixées, la chaine 
d’ubiquitine alterne les types de liaisons. Dans les chaines branchées, une seule ubiquitine est prolongée par deux ou 
plusieurs ubiquitines liées sur les différents résidus lysines de la première ubiquitine. (Tiré de Komander, 2009) 
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IV.B. Les protéines ubiquitin-like (UBL) 
 Après la découverte de l’ubiquitine et de ses fonctions, plusieurs protéines aux fonctions 
similaires ont été découvertes. Ce sont de petites protéines de 8 à 20 kDa, présentant des structures 
primaires très diverses mais ayant toutes la même structure tridimensionnelle, semblable à celle de 
l’ubiquitine. Ainsi comme l’ubiquitine, l’attachement de ses protéines peut changer et altérer la fonction 
de leur substrat (Hochstrasser, 2009; Schulman and Harper, 2009). 
 Les ubiquitin-like (UBL), comme l’ubiquitine, présentent toutes un domaine globulaire 
comprenant une hélice α entourée par quatre feuillets β (le « β-grasp fold ») et une queue C-terminale 
flexible qui se termine par une glycine, indispensable à la conjugaison. Les UBL présentent le même 
mode de conjugaison que l’ubiquitine et tout comme cette dernière sont d’abord synthétisées sous 
forme d’un précurseur inactif. Elles seront soumises aux mêmes cascades de réaction que l’ubiquitine, 
avec les enzymes E1-E2-E3 et les DUBs. A ce jour, 13 UBL ont été identifiées, mais 4 d’entre elles restent 
putatives (Hochstrasser, 2009; Taherbhoy et al., 2012). 
• NEDD8 (Rub1) : C’est la plus proche de l’ubiquitine avec 55% d’homologie. Son précurseur est 
activé par une couple spécifique d’enzyme d’activation E1, NAE1 et UBA3 qui n’ont pas d’action 
sur l’ubiquitine. NEDD8 n’est prise en charge que par deux enzymes de conjugaison E2, UBE2F ou 
UBE2M pour un transfert sur une E3 appropriée (Duda et al., 2011). NEDD8 est principalement 
conjuguée aux cullines entraînant l’activation de ces protéines qui sont des E3 ligases (Cope et 
al., 2002). 
 
• SUMO (small ubiquitin-related modifier ; smt3) : Ces protéines présentent différents isoformes 
et sont impliquées dans un très grand nombre de fonctions essentielles. Les protéines SUMO 
n’ont que 17% d’homologie avec l’ubiquitine et présentent 20 résidus supplémentaires en N-
terminal. Elles sont activées par un couple spécifique d’enzymes E1, SAE1 et UBA2 et sont 
transférées sur une unique E2, Ubc9. SUMO va être reconnue par des protéines portant des 
domaines SIMs (SUMO-interacting motifs) et va ainsi participer à la réparation de l’ADN, le 
transport nucléaire et les mécanismes de transcription (Creton and Jentsch, 2010; Taherbhoy et 
al., 2012). 
 
• ATG12 et ATG8 : Ces UBLs sont activées et requises dans la voie de l’autophagie. Lors de la 
formation de l’autophagosome, ATG8 et ATG12 vont être activées par une E1 spécifique ATG7, 
puis ATG12 va être transférée sur ATG5 par l’E2 ATG10 pour constituer un complexe E3 ATG5-
ATG12. Ce complexe va avoir pour seule activité de liguer ATG8 sur son substrat, le lipide PE 
(phosphatidylethanolamine). Le PE activé par l’ATG8 va permettre la formation de cargo 
vésiculaire entre l’autophagosome et les lysosomes (Mizushima et al., 1998; Weidberg et al., 
2011). 
 
• FUBI (MNSF-β, FAU), FAT10, ISG15, Urm1 et UFM1 sont des ubiquitin-like identifiées mais dont 
la fonction demeure encore assez obscure. ISG15 fut la toute première ubiquitine-like identifiée 
et Urm1 semble jouer un rôle dans la formation des ARN de transfert (Hochstrasser, 2009). 
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• BUBL1/BUBL2, UBL-1, SF3A120 et l’Oligoadenylate synthetase ne sont, à ce jour, que des UBLs 
putatives. 
 
IV.C. Les enzymes de l’ubiquitination 
 La fixation de l’ubiquitine sur un substrat cible nécessite l’action de plusieurs enzymes. La 
cascade d’enzymes E1-E2-E3 va permettre l’activation de l’ubiquitine et sa fixation sur une cible 
spécifique. 
 
IV.C.1. Les enzymes d’activation de l’ubiquitine (E1) 
Les enzymes d’activation de l’ubiquitine appelées enzymes E1 sont des enzymes à 
multidomaines qui activent un groupement carboxyle de la glycine 76 en C-terminal de l’ubiquitine à 
l’aide d’un résidu cystéine de leur site actif. Cette activation est ATP dépendante et  correspond à une 
adénylation du groupement carboxyle C-terminal de l’ubiquitine, formant une liaison thiol-ester entre 
l’ubiquitine et le résidu cystéine de l’enzyme E1. Ceci permettra aux enzymes E1 de transférer 
l’ubiquitine activée sur une cystéine du site actif des enzymes E2 grâce à l’interaction de l’E2 avec leur 
site UFD (ubiquitin fold domain) (Huang et al., 2007; Yang et al., 2007).  Le génome humain ne code que 
pour deux enzymes E1, UBE1 et UBE1L2 (Pelzer et al., 2007). 
 
IV.C.2. Les enzymes de conjugaison de l’ubiquitine (E2) 
 Il existe près d’une quarantaine d’enzymes de conjugaison de l’ubiquitine, appelées enzyme E2. 
Ce sont des transporteurs de l’ubiquitine qui vont l’amener jusqu’ à une E3 ligase. La plupart des E2 sont 
capables de réaliser la catalyse permettant le transfert de l’ubiquitine à son substrat. Cette catalyse peut 
se faire également par l’E3 ligase ou la combinaison d’une E2 et d’une E3. Les E2 seules n’ont qu’une 
faible activité pour cette réaction, seule l’association avec une E3 ligase leur permet d’avoir une activité 
maximale (Kleiger and Mayor, 2014; Komander, 2009). 
 
IV.C.3. Les enzymes ubiquitine-ligases (E3) 
 La reconnaissance et le transfert de l’ubiquitine sur son substrat sont réalisés par les enzymes 
ubiquitine-ligases appelées E3. Il existe plus de 600 enzymes dans cette famille, elles sont les enzymes les 
plus abondantes des mécanismes d’ubiquitination. Elles ont en charge la spécificité du substrat de 
l’ubiquitine et agissent comme des plateformes adaptatrices permettant de mettre en contact une 
enzyme E2 ubiquitinée et une protéine cible pour former une liaison isopeptidique entre le groupement 
carboxyle C-terminal de l’ubiquitine du site actif de l’E2 et le groupement amine de la chaîne latérale 
d’un résidu lysine de la protéine cible (Kleiger and Mayor, 2014; Neutzner and Neutzner, 2012). Ces 
enzymes peuvent être séparées en deux groupes fonctionnels majeurs (Figure 18). 
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 La première famille est celle des E3 comportant un domaine HECT (homologous with E6-
associated protein C-terminus). Elles forment une liaison covalente thiol-ester avec l’ubiquitine portée 
par l’E2, puis la transfèrent au substrat depuis la cystéine de leur site actif.  
Figure 18 : Le système ubiquitine-protéasome. a) L’ubiquitine est activée par une enzyme E1 à l’aide d’ATP pour 
former une liaison thiol-ester à haute énergie avec l’enzyme. b) L’ubiquitine activée est transférée à une enzyme E2 
avec une liaison thiol-ester. c) L’ubiquitine peut être transférée sur une E3 ligase à domaine HECT, générant un 
nouvel intermédiaire à liaison thiol-ester. De là, l’ubiquitine est transférée sur son substrat à l’aide d’une liaison 
isopeptidique entre la Gly77 carboxy-terminal de l’ubiquitine et un groupement εNH2 d’un résidu lysine du substrat. 
D’autres ubiquitines peuvent être ajoutées pour former une chaîne de polyubiquitine. d) Une autre possibilité est 
que l’enzyme E2 se lie à une E3 ligase à domaine RING. Dans ce complexe, l’E2 transfère directement l’ubiquitine à 
son substrat. e) Dégradation du substrat ubiquitiné en courts peptides par le protéasome 26S. La liaison du substrat 
ubiquitiné au protéasome peut être directe, ou se faire via des protéines cargos. f) L’essentiel des chaînes 
d’ubiquitine sont retirées du substrat et désassemblées par les DUBs pour être recyclées. (Tiré de Weissman et al., 
2011) 
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La deuxième famille est celle des E3 comportant un domaine RING (really interesting new gene). 
Ces enzymes agissent comme des plateformes adaptatrices ; elles mettent en contact le substrat avec 
l’E2 porteuse de l’ubiquitine afin de permettre le transfert sur la cible. Les ligases de cette famille 
peuvent être monomériques, dimériques ou multimériques. 
Il existe d’autres familles d’E3 ligases, mais celles-ci sont largement minoritaires par rapport aux 
deux premières. 
 
IV.C.4. L’activité E4 
 Le mécanisme permettant la formation et l’assemblage des chaînes d’ubiquitine est encore 
largement débattu. Certaines protéines semblent capables de procéder à l’attachement d’une ubiquitine 
sur une autre ubiquitine. Une telle activité est appelée activité E4 ligase. On parle d’activité E4 et non 
d’enzymes E4 car, contrairement à la croyance initiale, les protéines capables d’une telle activité se sont 
révélées être des E3 ligases. Ces E3 sont capables de lier un substrat spécifique ubiquitiné tout en liant 
une autre E3 afin de travailler en coopération avec elle et permettre la formation d’une chaîne de poly-
ubiquitine. Le meilleur exemple d’une telle activité s’est retrouvée chez les E3 ligases Ubr1 de la famille à 
domaine RING et Ufd4 de la famille HECT. Ces deux enzymes agissent ensemble. Pendant qu’Ubr1 va 
reconnaître la séquence N-terminale cible, Ufd4 va accomplir la formation de la chaîne de par une 
activité E4 ligase. Le rôle de ces deux enzymes peut s’inverser avec Ufd4 prenant en charge la cible et 
Ubr1 démontrant l’activité E4. Le rôle de ses enzymes dépend alors des circonstances (Metzger and 
Weissman, 2010). 
 
IV.D. Les enzymes de déubiquitination 
 Les DUBs sont des protéases à cystéine qui clivent l’ubiquitine ou les protéines ubiquitine-like 
présentes sur un substrat. De par leur rôle sur l’ubiquitination des protéines, les DUBs vont être 
impliquées dans  nombre de fonctions cellulaires telles que la dégradation des protéines par le 
protéasome ou le lysosome, la régulation du cycle cellulaire, l’expression des gènes, la réparation de 
l’ADN et l’activation des kinases. Plus spécifiquement, elles vont jouer 4 rôles différents dans la voie de 
l’ubiquitination (Komander, 2009; Wilkinson, 1997) : 
• Les DUBs permettent la maturation de l’ubiquitine très probablement lors de la traduction de 
celle-ci. La proubiquitine est toujours fusionnée avec une ou deux protéines ribosomales ou en 
chaînes linéaire de poly-ubiquitine. Les DUBs vont cliver ces fusions et chaînes pour permettre le 
relargage de mono-ubiquitine mature qui devra ensuite être activée par les enzymes E1. 
• Les DUBs permettent le recyclage de l’ubiquitine soit depuis les protéines qui vont être 
dégradées au niveau du protéasome, soit depuis les petits nucléophiles cellulaires qui auraient 
accidentellement capturé l’ubiquitine lors des réactions de liaison thiol-ester. 
• Les DUBs vont permettre la déubiquitination des protéines ubiquitinées par les E3 ligases. Ce 
rôle est antagoniste à celui de l’ubiquitination selon un modèle similaire aux phénomènes de 
phosphorylation et déphosphorylation des protéines. 
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• Les DUBs sont responsables de la régénération du pool de mono-ubiquitine cellulaire à partir de 
chaînes poly-ubiquitine linéaires ou branchées. 
Pour assurer ces différents rôles, les DUBs vont voir leur activité finement régulée afin d’éviter le 
clivage non spécifique d’un substrat inapproprié. Elles peuvent ainsi être modifiées de façon covalente 
par phosphorylation, ubiquitination ou sumoylation, modifiant leur activité, leur localisation cellulaire ou 
leur demi-vie. De plus elles peuvent présenter différents domaines non catalytiques pour les interactions 
protéines-protéines ou pour lier l’ubiquitine (Reyes-Turcu et al., 2009).  
Les DUBs comptent près d’une centaine d’enzymes et sont réparties chez l’homme en cinq 
grandes familles dont quatre sont des protéases « papain-like » à cystéine et la dernière contient des 
métalloprotéases dépendant de domaines en doigt de zinc.  Une dernière petite famille est connue, mais 
leur activité et leur affinité pour l’ubiquitine est faible. Cette famille MCPIPs (monocyte chemotactic 
protein-induced proteins) de protéase à cystéine regroupe les protéases ubiquitine-like qui ont une 
spécificité pour SUMO et pour NEDD8 et quelques DUBs ressemblant à des protéases à adénovirus. 
 
IV.D.1. Les protéases à domaine Ubiquitine C-terminal Hydrolase (UCH) 
 Les protéases à domaine ubiquitine C-terminal hydrolase (UCH) possèdent un cœur catalytique 
de 230 acides aminés. Celui-ci adopte une conformation et une géométrie pour sa triade de résidus 
impliqués dans la catalyse très proche des enzymes papain (Johnston et al., 1997). Cette famille 
comporte 4 membres : BAP1, UCHL1, UCHL3 et UCHL5. Ce sont les premières DUBs caractérisées chez 
l’homme et, particulièrement UCHL1 et UCHL3, qui sont impliquées dans la maturation de l’ubiquitine à 
partir de chaînes linéaires de précurseurs de l’ubiquitine (Larsen et al., 1998; Wilkinson et al., 1999). 
Toutefois ce ne sont pas les seules DUBs impliquées dans ce mécanisme et la délétion du seul gène UCH 
de S. cerevisiae n’empêche pas la maturation de l’ubiquitine. De plus, plusieurs études de l’activité DUB 
d’UCH-L1 l’associent à la maladie de Parkinson. Tout ceci ne constitue pas des preuves absolues mais 
souligne le rôle des DUBs à domaine UCH dans la maturation de l’ubiquitine (Andersson et al., 2011; 
Konya et al., 2011). Egalement, les UCH de la drosophile se sont également montrées capable de cliver 
des protéines ubiquitinées (Zhang et al., 1993). 
 
IV.D.2. Les protéases à domaine Ubiquitine -Spécifique (USP) 
 Il s’agit de la plus grande famille parmi les DUBs avec plus de 50 membres décrits (Nijman et al., 
2005). Leur domaine catalytique contient deux motifs courts et conservés, appelés les boîtes Cys et Hsi, 
qui contiennent les résidus critiques pour l’hydrolyse de l’ubiquitine. La structure de six domaines USP 
est extrêmement conservée malgré une faible similarité de séquence. Le domaine USP est constitué de 
trois sous-domaines : le doigt, la paume et le pouce. Seule la DUB CYLD, une DUB impliquée dans la voie 
NF-κB présente une absence du sous-domaine doigt (Komander et al., 2008). Les structures des 
domaines USP liés à l’ubiquitine ont révélé que la partie C-terminale de l’ubiquitine se positionne dans  
l’espace localisée entre le pouce et la paume, alors que la structure en β-grasp de l’ubiquitine interagit 
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avec le doigt (Komander, 2010). Nombre d’USP contiennent d’autres domaines d’interactions protéiques 
au sein de leur site catalytique. 
 
Figure 19 : Classification des DUBs chez l’homme. La longueur  de chaque DUB correspond à la taille des protéines 
en acides aminés. USPs : ubiquitin-specific proteases ; UCHs : ubiquitin carboxy-terminal hydrolases ; OTUs : 
ovarian-tumor proteases ; MJDs : Machado–Joseph disease protein domain proteases ; JAMMs : JAMM/MPN 
domain-associated metallopeptidases; MCPIPs : monocyte chemotactic protein-induced proteins. (Tiré de Fraile et 
al., 2012) 
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IV.D.3. Les protéases à domaine Ovarian Tumor (OTU) 
 Les protéases à domaine Ovarian Tumor sont impliquées dans le développement de l’ovaire et 
régulent la localisation et la traduction de certains ARNs. Chez l’homme, quatorze DUBs à domaine OTU 
ont été mises en évidence, mais toutes ne comportent pas d’activité DUB (Komander et al., 2009). 
Contrairement aux autres DUBs à cystéine, leur site catalytique ne possède pas de résidu aspartate, la 
stabilisation de la réaction étant assurée par un réseau de liaisons hydrogènes. Le domaine OTU est 
composé de cinq feuillets beta, empaquetés entre plusieurs domaines hélicoïdaux qui varient en taille 
entre les différents membres de la famille (Messick et al., 2008). 
 
IV.D.4. Les protéases à domaine Machado-Joseph Disease (MJD) 
 Chez l’homme, quatre DUBs à domaine Machado-Joseph Disease (MJD) ont été identifiées. La 
plus importante est Ataxin-3, les trois autres étant des Ataxin-3-like. Ataxin-3 est la plus étudiée car elle 
est impliquée dans une maladie neurodégénérative, l’ataxie spinocérébelleuse de type 3. La forme 
sauvage d’Ataxin-3 est capable de déubiquitiner un substrat in vivo, alors qu’un mutant pour la cystéine 
de cette protéine n’est plus capable de montrer cette activité. Ataxin-3 déconjugue spécifiquement les 
substrats portant des chaînes de poly-ubiquitine Lys63 (Winborn et al., 2008). La similarité de séquence 
entre les domaines catalytiques de cette famille catalytique est faible, mais il y a une conservation dans 
l’arrangement du site catalytique des Ataxin-3-like. La structure du domaine MJD est similaire à celle du 
domaine UCH (Mao et al., 2005).  
 
IV.D.5. Les protéases à domaine JAMM/MPN+ 
 Cette famille est composée de métalloprotéases à domaine JAMM/MPN+. Ce domaine est 
retrouvé dans trois groupes du vivant : les bactéries, les archées et les eucaryotes. Mais celui des 
bactéries ne présente pas d’activité protéase, suggérant que cette fonction a été acquise au cours de 
l’évolution. Chez l’homme, quatorze protéine à domaine JAMM ont été identifiées (Nijman et al., 2005). 
Trois membres de cette famille seulement ont été décrits comme comportant une activité DUB : AMSH, 
POH1 et CSN5. AMSH et POH1 sont capables de déconjuguer l’ubiquitine avec une spécificité pour les 
chaîne de Lys63 chez AMSH (Sato et al., 2008; Verma et al., 2002). CSN5, elle, montre une spécificité pour 
l’ubiquitin-like NEDD8 et ses substrats majoritaires sont les cullines (Cope et al., 2002).  
 
IV.E. Le protéasome 
 La machinerie dédiée à la dégradation des protéines ubiquitinées est le protéasome 26S. Il a été 
purifié et caractérisé en 1980. C’est un large et dynamique complexe de protéines dont la structure et la 
séquence sont hautement conservées chez les eucaryotes. Le protéasome utilise l’énergie de l’ATP pour 
déplier les protéines et les transloquer dans une chambre protéolytique. Il est composé de plus de 30 
sous-unités protéiques pour un poids total de 2 000 kDa. Il est tubulaire, constitué d’une chambre 
catalytique, le protéasome 20S et de deux complexes régulateurs, les protéasomes 19S (Figure 20). 
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Figure 20 : Structure du protéasome 26S. (Tiré deWeissman et al., 2011) 
 
IV.E.1 Le protéasome 20S 
 Cette structure est le cœur catalytique  du protéasome, située au centre de celui-ci. C’est un 
complexe multimérique de 700 kDa de forme cylindrique, de 15 nm de long et 11 nm de diamètre. Il est 
formé d’un empilement axial de quatre anneaux heptamériques : deux anneaux internes β, chacun 
formé de sept différentes sous-unités β (β1-β7) et de deux anneaux externes α, chacun formé de sept 
sous-unités différentes α (α1-α7). L’assemblage de ces quatre anneaux forme trois chambres continues 
avec dans la chambre centrale le site d’activité protéolytique. L’activité protéolytique du protéasome 20S 
se situe au niveau des extrémités N-terminale des sous-unités β1, β2 et β5 de chacun des anneaux β. β1 
possède une activité caspase qui clive après les résidus acides ; β2 possède une activité trypsine qui 
coupe après les résidus basiques et se situe en environnement acide pour loger les résidus basiques et β5 
possède une activité chymotrypsine qui coupe après les résidus hydrophobes. La protéine dégradée en 
petits peptides ou en acides aminés va être relarguée par le complexe 19S opposé à son entrée dans le 
protéasome (D'Arcy and Linder, 2012; Kim et al., 2011). 
Les canaux étroits formés par les anneaux α ne va permettre que le passage des protéines 
dépliées. La partie N-terminale des sous-unités α forme une porte qui peut être ouverte ou fermée pour 
limiter l’entrée de substrat dans les chambres intérieures. Les complexes régulateurs de l’activité du 
protéasome se fixent sur ces extrémités N-terminales  des sous-unités α. Sans le protéasome 19S, cette 
porte est fermée dans des conditions physiologiques normales (Groll et al., 2000; Kim et al., 2011). 
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L’action du protéasome 19S sur cette porte va permettre la régulation des protéines qui vont être 
dégradées par le protéasome. 
 Chez les vertébrés, il existe une autre forme de protéasome, l’immunoprotéasome dont la 
structure est identique au protéasome à l’exception des sous unités β1, β2 et β5 qui sont remplacées par 
trois sous-unités β induites par l’IFN-γ, β1i, β2i et β5i. L’immunoprotéasome est responsable de la 
destruction des protéines étrangères à l’individu en court peptides antigéniques qui seront reconnus par 
les CMH de classe I (Rock and Goldberg, 1999). 
 
IV.E.2 Le protéasome 19S 
 Le protéasome 19S fait 700 kDa et peut être subdivisé en deux sous-complexes : la base et le 
couvercle. La base sert à la fixation au protéasome 20S et sert à la dégradation des peptides ou des 
protéines non-ubiquitinées ; le couvercle sert à la dégradation des protéines ubiquitinées.  
La base est composée de six sous-unités AAA+ ATP dépendantes, Rpt1-Rpt6, et de deux sous-
unités ATP indépendantes Rpn1 et Rpn2. Les sous-unités ATP dépendantes forment un anneau 
hexamérique qui va contrôler  l’ouverture de la porte du protéasome 20S. Les Rpn10/S5a et 
Rpn13/Adrm1 font également partie de la base, mais elles constituent plus les protéines de liaisons entre 
la base et le couvercle. Le couvercle contient 9 protéines non ATPasiques, Rpn3, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12 et 15. 
Il est fixé sur la base. 
Le complexe 19S va servir à la reconnaissance et à la fixation des protéines qui vont être 
dégradées et permettre la translocation de ces dernières dans le cœur catalytique du protéasome 20S. 
La reconnaissance et la fixation des substrats poly-ubiquitinés est réalisé par les sous-unités Rpn11 ou 
Rpn13. Le clivage de la chaîne de poly-ubiquitine se fait grâce à la sous-unité Rpn11 du couvercle qui a 
une activité isopeptidase et permet le recyclage de l’ubiquitine. La protéine déubiquitinée est alors 
linéarisée au niveau de la base grâce à l’énergie fournit par l’hydrolyse de l’ATP puis transloquée dans le 
canal du protéasome 20S (D'Arcy and Linder, 2012; Kim et al., 2011). 
 
IV.E.3 Les enzymes de déubiquitination liées au protéasome 
 L’ubiquitine n’est généralement pas dégradée par le protéasome. Lorsqu’une protéine 
ubiquitinée va être dégradée, des enzymes de déubiquitinations vont cliver cette chaîne d’ubiquitine 
pour qu’elle soit recyclée et non pas dégradée par le cœur protéolytique 20S. Ainsi, on dénombre trois 
DUBs associées au protéasome 19S (Figure 21). Deux d’entre-elles sont des protéases à cystéines 
UCHL5/UCH37 de la famille UCH et USP14/UBP6 de la famille USP. La dernière, Rpn11/POH1 est une 
protéase Zn2+-dépendante de la famille JAMM (D'Arcy and Linder, 2012).  
L’action exacte de ses DUBs reste peu claire, mais il semblerait que le rôle de Rpn11/POH1 soit 
simplement d’amputer la protéine de toute sa chaîne de poly-ubiquitine avant sa dégradation (Verma et 
al., 2002). A l’inverse, il semblerait qu’UCHL5 et USP14 clivent la chaîne un peu plus en amont de 
l’extrémité distale liée à la protéine. Ce processus a un effet antagoniste à la dégradation et va 
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permettre une libération de la protéine sans que celle-ci soit dégradée.  Ces deux enzymes exerceraient 
ainsi une fonction de contrôle qualité sur les substrats à dégrader en formant des chaînes courtes 
d’ubiquitine sur les protéines (Lam et al., 1997). En effet, une protéine présentant une chaîne inférieure 
à quatre ubiquitines ne sera pas reconnue par le protéasome pour la dégradation. 
USP14 et UCHL5 vont réguler dynamiquement la destruction des protéines par le protéasome. 
UCHL5 a, de plus, été décrite comme ayant une activité substrat spécifique avec une préférence 
notamment pour NOS (Nitric Oxide Synthase) ou IκB (Mazumdar et al., 2010). Pour affiner cette 
régulation, l’activité d’UCHL5 est elle-même régulée par son association avec le récepteur à l’ubiquitine 
Rpn13/ADRM1 qui va l’activer, alors que son association avec le complexe INO80 va inhiber son activité 
déubiquitinase (Yao et al., 2008). 
USP14 se voit de même complètement activée, lorsqu’elle est liée au protéasome. Son action sur 
la régulation au protéasome ne dépend pas que de son activité DUB. Sa simple présence au protéasome 
contribue à réguler l’ouverture de la porte du protéasome 20S (Hanna et al., 2006; Peth et al., 2009). Les 
études de Hanna et al. ou Peth et al. suggèrent ainsi qu’USP14 a plutôt une action inhibitrice de la 
dégradation par le protéasome. 
Figure 21 : Les enzymes de déubiquitination du protéasome. Le protéasome lie plusieurs DUBs. Celles-ci sont 
identifiées en rouge, le substrat par une ligne verte et l’ubiquitine en bleu. (Tiré de Reyes-Turcu et al., 2009) 
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V. Le protéasome et les enzymes de déubiquitination dans les cancers 
V.A. Le protéasome comme cible thérapeutique dans les cancers 
 Le protéasome 26S se trouve à la terminaison de nombreuses voies de signalisation. Ainsi, de 
nombreuses drogues interférant avec les fonctions du protéasome montrent un effet dans la survie 
cellulaire. Plusieurs protéines dégradées par le protéasome sont impliquées dans les voies de survie, 
perturber l’action du protéasome sur ces voies va induire des mécanismes de mort cellulaire. 
 Inhiber le cœur protéolytique 20S du protéasome va ainsi contribuer à stabiliser le suppresseur 
de tumeur p53 (Williams and McConkey, 2003) et les kinases dépendantes des cyclines p21 et p27 
(Hideshima et al., 2001) entrainant un arrêt du cycle cellulaire et une apoptose p53 dépendante. Cette 
inhibition va également favoriser  les niveaux d’expression de protéines anti-apoptotiques tel que BID, 
BAX et BIK/NBK (Nikrad et al., 2005; Zhu et al., 2005) et activer la kinase pro-apoptotique  JNK (c-jun N-
terminal kinase) (Yang et al., 2004) augmentant les signaux apoptotiques. Cette inhibition du 
protéasome induit en parallèle un stress du réticulum endoplasmique (RE). En effet, les protéines mal 
conformées à la sortie du RE vont être dégradées par le protéasome. Son inhibition va donner lieu à une 
augmentation de ces protéines présentant de mauvaises conformations dans le réticulum 
endoplasmique, déclenchant une réponse des protéines heat-shock et une activation de la caspase-4 
aboutissant à une apoptose de la cellule (Nawrocki et al., 2005). Les leucémies ont une grande activité du 
protéasome et sont particulièrement sensibles à la dérégulation de son activité (Caravita et al., 2006). 
Ceci pourrait venir du fait  que ces pathologies ont un haut niveau de production de protéines et pourrait 
donc accentuer l’effet de stress au RE. 
 A ce jour, six inhibiteurs du protéasome sont en test clinique (Crawford and Irvine, 2013; D'Arcy 
and Linder, 2012) sur des pathologies hématopoïétiques. 
• Le bortezomib (PS-341, NSC 681239, Velcade®) : C’est un dipeptide synthétique d’acide 
boronique, inhibant réversiblement l’activité chymotrypsine du protéasome 20S. C’est le premier 
inhibiteur du protéasome à avoir été utilisé en essai clinique. Il a été approuvé pour le 
traitement du myélome multiple et les lymphomes du manteau. Le bortezomib et ses dérivées 
sont à l’essai pour de nombreuses autres pathologies. Une surexpression de protéines anti-
apoptotiques, notamment BCL-2, BCL-XL et MCL-1, sont capables d’inhiber les effets du 
bortezomib (Hagenbuchner et al., 2010; Podar et al., 2008; Smith et al., 2011). 
 
• Carfilzomib (PR-171) : C’est un epoxyketone analogue de l’epoxomicine, un inhibiteur naturel du 
protéasome. Il se lie de manière irréversible aux groupes hydroxyles et amines des résidus 
thréonine catalytiques du protéasome 20S, inhibant l’activité chymotrypsine de celui-ci. Il a été 
approuvé comme traitement de troisième intention pour des patients atteints de lymphomes 
des cellules plasmatiques et ayant rechuté après traitement au bortezomib et aux IMIDs. 
 
• Ixazomib (MLN9708) : C’est un peptide synthétique d’acide boronique comme le bortezomib. Il 
inhibe également réversiblement l’activité chymotrypsine du protéasome 20S mais sa demi-vie 
est un peu plus courte que le bortezomib. C’est le premier inhibiteur du protéasome 
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administrable par voie orale. Il est à l’étude sur des patients atteints de  lymphomes des cellules 
plasmatiques. 
 
• Marizomib (NPI-0052) : C’est un β-lactone dérivé de la bactérie marine Salinospora tropica. Il lie 
de manière irréversible les trois sites catalytiques du protéasome 20S. Administrable par voie 
orale, il montre des résultats prometteurs sur des patients réfractaires ou en rechutes atteints 
de myélomes ou de lymphomes. 
 
• Delanzomib (CEP-18770) : C’est un peptide synthétique d’acide boronique comme le 
bortezomib. Il inhibe également réversiblement l’activité chymotrypsine du protéasome 20S. Il 
est à l’étude sur des patients atteints de  lymphomes des cellules plasmatiques. 
 
• Oprozomib (ONX0912, PR-047) : C’est un analogue du carfilzomib administrable par voie orale. Il 
est à l’étude sur des patients atteints de  lymphomes des cellules plasmatiques. 
 
V.B. Les enzymes de déubiquitination comme cibles thérapeutiques dans les 
cancers 
 De par leurs fonctions, les DUBs sont impliquées dans presque toutes les grandes voies de 
signalisation et fonctions de la cellule. Leur rôle est donc particulièrement important pour cette dernière 
et l’altération des DUBs dans leur expression ou leur activité va promouvoir les mécanismes cancéreux et 
les voies qui y sont associées (Komander et al., 2009; Pal et al., 2014; Reyes-Turcu et al., 2009). 
 
V.B.1 Les enzymes de déubiquitination mutées dans les cancers 
 A l’exception notable de CYLD qui est couramment retrouvée mutée dans les cylindromatoses 
familiales conduisant à des cancers de la peau, les mutations récurrentes des DUBs sont très rares dans 
les cancers.  
 La seule translocation chromosomale connue impliquant une USP est la fusion du promoteur 
CDH11 à la forme longue d’USP6 conduisant à une augmentation des transcrits de cette DUB (Oliveira et 
al., 2006). Dans les leucémies myéloïdes chroniques et les leucémies myéloïdes aigües, il est possible de 
retrouver des fusions des gènes des DUBs USP42 et USP16 avec le gène RUNX (Gelsi-Boyer et al., 2008; 
Masetti et al., 2014).  
 Dans diverses hémopathies malignes, des mutations génétiques peuvent conduire à la 
surexpression des niveaux d’ARN messagers de plusieurs DUBs. Ainsi USP33/VDU1 est surexprimée dans 
les leucémies lymphoblastiques aiguës à cellules B (De Pitta et al., 2005), USP50 est surexprimée dans les 
leucémies myéloïdes aigües (Figueroa et al., 2010) et USP9X, UCH-L5 et USP14 sont surexprimées dans 
les myélomes multiples (Schwickart et al., 2010; Tian et al., 2014). 
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V.B.2 Les enzymes de déubiquitination dans la régulation du cycle cellulaire 
 Plusieurs DUBs sont des composants de la machinerie du cycle cellulaire ou des checkpoints de 
ce cycle. Ainsi CYLD, USP13, USP37, USP39 et USP44 sont des régulateurs essentiels de la mitose. CYLD 
est requise pour déterminer le moment de l’entrée en mitose à travers la régulation de la polo-like 
kinase 1(Stegmeier et al., 2007b). USP13, recrutée par Ufd1, va avoir un rôle antagoniste du complexe 
anaphase-promoting complex-Cdh1 (APC/C-Cdh1) dans l’ubiquitination de Skp2. Par son action, USP13 
va permettre l’accumulation de l’inhibiteur des kinases dépendantes des cyclines p27 et entraîner un 
allongement du temps du cycle cellulaire (Chen et al., 2011). Il en est de même pour USP37, qui activée 
par CDK2, va s’opposer à l’ubiquitination de la Cycline A par APC/C-Cdh1 et promouvoir l’entrée en 
phase S (Huang et al., 2011). USP39, quant à elle, régule les niveaux de la kinase Aurora B dans le 
checkpoint de l’intégrité du fuseau mitotique (van Leuken et al., 2008). USP44 va réguler l’activation 
d’APC/C en stabilisant son inhibiteur, le complexe Mad2-Cdc20, et participe ainsi au contrôle de 
l’initiation de l’Anaphase (Stegmeier et al., 2007a). 
 D’autres DUBs interfèrent plus indirectement dans le cycle cellulaire. USP50 stabilise HSP90 qui 
va inhiber l’entrée en mitose (Aressy et al., 2010). USP17L2 stabilise Cdc25A et contribue à la 
transformation oncogénique (Pereg et al., 2010) et USP2 stabilise la Cycline D1 entraînant une forte 
prolifération cellulaire (Shan et al., 2009). 
 Par leur régulation des différents acteurs du cycle cellulaire, les DUBs peuvent être impliquées 
dans de nombreux mécanismes cancéreux. En effet, il s’est avéré que la diminution ou l’absence de p27, 
protéine indirectement régulée par USP13 et APC/C, sont impliquées dans plusieurs lymphomes malins 
dont le lymphome du manteau et les DLBCL (Chiarle et al., 2000; Geisen et al., 2003; Seki et al., 2010). La 
surexpression de la Cycline D1, stabilisée par USP2, est retrouvée dans les lymphomes du manteau et 
d’autres LNH (Hachem and Gartenhaus, 2005). Enfin, HSP90, stabilisée par USP50, est surexprimée dans 
les lymphomes B et T (Robles et al., 2006; Shringarpure et al., 2006). 
 
V.B.3 Les enzymes de déubiquitination dans la régulation de la chromatine et des dommages 
à l’ADN 
 La régulation des dommages à l’ADN est un mécanisme fréquemment perturbé dans les 
processus oncogéniques. USP1 déubiquitine et stabilise la protéine de l’anémie de Fanconi, FANCD2, et 
promeut les mécanismes de réparation des cassures doubles-brins de l’ADN (Guervilly et al., 2011).  
BRCC36, USP3, USP16 et OTUB1 contrôlent la voie RNF8/168 de réparation de cassure à l’ADN (Al-Hakim 
et al., 2010). USP11 est impliquée dans la voie BRCA2 de réponse aux dommages induit par la 
mitomycine C (Schoenfeld et al., 2004) ainsi qu’USP28 dans la voie CHK2-p53-PUMA (Zhang et al., 2006). 
USP47 a été identifiée comme jouant un rôle dans la déubiquitination de Polβ (the base excision repair 
DNA polymerase), enzyme cruciale dans la réparation de l’ADN et la maintenance de son intégrité 
(Parsons et al., 2011). Enfin, USP24 stabilise DDB2/p48 qui est impliquée dans les mécanismes de 
reconnaissance et de réparation de l’ADN dans la voie NER après un stress aux UV (Zhang et al., 2012). 
 Sept DUBs ont été identifiées comme capables de déubiquitiner des histones. USP3, USP7, 
USP16, USP21, USP22, MYSM1 et BRCC36 sont toutes capables de déubiquitiner les histones H2A et H2B 
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(Atanassov et al., 2011). Parmi celles-ci, USP7 et USP11 déubiquitinent MEL18 et BMI qui affectent la 
régulation transcriptionnelle de p16INK4A (Maertens et al., 2010), protéine souvent mutée dans les 
cancers hématopoïétiques (Hackanson et al., 2005).  
 
V.B.4 Les enzymes de déubiquitination dans les voies de signalisation 
 Les DUBs interviennent dans de nombreuses voies de signalisation. Nombre de ces voies sont 
fréquemment altérées dans les processus cancéreux. De par leur fonction et leur rôle dans ces voies, les 
DUBs constituent de nouvelles cibles de choix pour l’élaboration de traitement anticancéreux. 
 
 
Figure 22 : Panorama des différents rôles des DUBs dans les cancers.  Les DUBs impliquées dans les voies de 
signalisation sont en roses. Les ubiquitines en vert correspondent aux ubiquitinations en Lys48 qui vont mener les 
protéines au protéasome, alors que celles en bleu représentent les chaînes non liées à la lys48. (Tiré de Fraile et al., 
2012) 
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a) La signalisation p53 
 p53, suppresseur de tumeur impliqué dans le maintien de l’homéostasie cellulaire, est muté 
dans plusieurs types de tumeur (Harris and Levine, 2005). Plusieurs DUBs ont été décrites comme 
participant à la régulation de cette protéine. 
 p53 est régulée par une E3 ligase, MDM2. Or il s’est avéré que l’une des DUBs de p53, USP7, 
déubiquitine également MDM2. De par son action sur ces deux acteurs, USP7 contribue à la stabilité des 
deux protéines. Ainsi selon que son action soit prédominante sur MDM2 ou sur p53, USP7 aura une 
action oncogénique ou suppresseur de tumeur (Kon et al., 2010). USP2a a également été identifiée 
comme une DUB de MDM2 et MDM4, impactant indirectement la régulation de p53 (Stevenson et al., 
2007; Wang et al., 2014b). USP10 est une autre DUB de p53 qui a la particularité de stabiliser aussi bien 
le p53 sauvage que ses formes mutées présentes dans certains cancers. Cette DUB aura donc un impact 
différent sur la cellule selon le statut mutationnel de p53 (Yuan et al., 2010). USP5 contribue à réguler la 
localisation de p53, son extinction entraînant une augmentation de p53 au noyau et favorise sa 
transcription (Dayal et al., 2009). USP29 stabilise p53 dans la réponse au stress oxydatif (Liu et al., 2011). 
Plus indirectement, USP4 stabilise ARF-BP1 /HUWE1/MULE qui va promouvoir la dégradation de p53 
(Zhang et al., 2011a). Très récemment, USP15 a été identifiée comme une DUB de MDM2. Son action a 
pour effet de stabiliser p53 mais aussi NFATc (Zou et al., 2014). Enfin, récemment, Otub1 a été 
démontrée comme stabilisant p53, ceci sans faire intervenir son action de déubiquitination. Sa liaison à 
p53 va empêcher la fixation de MDM2 et donc l’ubiquitination et la destruction de p53 (Sun and Dai, 
2014). 
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Figure 23 : La régulation de p53 par le système ubiquitine-protéasome. La régulation de p53 illustre le système 
complexe d’interactions en DUBs et E3 ligases. (Tiré de Ventii and Wilkinson, 2008) 
 
b) La signalisation NF-κB 
  NF-κB est un important modulateur de la réponse immunitaire souvent activé constitutivement 
dans les cancers. La dérégulation de cette voie, essentiellement par son activation, est associée à de 
nombreux lymphomes malins. A l’inverse, bloquer la dégradation de la protéine IκB, inhibitrice de la voie 
NF-κB, par le protéasome, aboutit à la disparition des signaux de survie et à une action pro-apoptotique 
dans la cellule (Davis et al., 2001; Stoffel, 2005). 
De nombreuses DUBs interviennent dans la régulation de cette voie de signalisation. A20 et CYLD 
déubiquitinent toutes deux TRAF6 (Harhaj and Dixit, 2011). CYLD, en plus de son action dans le cycle 
cellulaire, déubiquitine également TGF-β-activated kinase 1, BCL-3 et les MAPK. A20 contribue à la 
dégradation de TRAF2 par les lysosomes en régulant l’activité de son E3 ligases et à la dégradation de 
RIPK1 par le protéasome. USP21 inhibe la voie NF-κB en régulant l’ubiquitination de RIPK1 (Xu et al., 
2010). Cezanne, une DUB à domaine OTU interagit avec DJ-1, régulant ainsi indirectement 
l’ubiquitination de RIPK1 et l’activité transcriptionnelle de NF-κB (McNally et al., 2011). OTUD5 
déubiquitine TRAF3, diminuant les réponses aux interférons de type I et à l’interleukine-10 (Gonzalez-
Navajas et al., 2010). MCPIP1 est capable de déubiquitiner TRAF2, 3 et 6, inhibant ainsi la kinase JNK 
(Liang et al., 2010). USP31 est capable d’interagir avec TRAF2 pour conduire à l’activation de NF-κB 
(Tzimas et al., 2006). 
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USP15 (Schweitzer et al., 2007) et USP11 stabilisent IκBα sous induction au TNFα (Yamaguchi et 
al., 2007). USP2 déjà impliquée dans le cycle cellulaire, est également nécessaire au processus de 
phosphorylation d’IκB dans l’induction au TNFα (Metzig et al., 2011). USP14 déubiquitine I-κB ce qui a 
pour effet de conduire à sa dégradation (Mialki et al., 2013). Enfin, USP4, impliquée dans la régulation de 
la voie p53 intervient également sur la voie NF-κB en déubiquitinant TGF-β-activated kinase 1 dans 
l’induction au TNFα (Fan et al., 2011), mais également TRAF2, TRAF6, TAK1 et RIPK1 (Hou et al., 2013). 
 
C) La signalisation Wnt 
 La signalisation Wnt, régulatrice de la différenciation cellulaire, est une voie très impliquée dans 
de nombreux cancers. La régulation de cette voie est possible à de multiples niveaux. Ainsi, CYLD et 
USP4, toutes deux déjà impliquées dans d’autres voies (cycle cellulaire, régulation de p53 et NF-κB), sont 
capables d’inhiber la voie Wnt. USP4 interagit avec Nemo (Zhao et al., 2009) et CYLD déubiquitine 
Dishevelled (Tauriello et al., 2010). USP14, DUB liée au protéasome est également capable de 
déubiquitiner Dishevelled (Jung et al., 2013). USP15 et USP34 régulent positivement la voie Wnt en 
inhibant l’action de la β-caténine. USP15 augmente sa dégradation en stabilisant APC (adenomatous 
polyposis coli) et USP34 empêche la transcription β-caténine dépendante (Huang et al., 2009; Lui et al., 
2011). Enfin TRABID est impliquée dans la régulation de la transcription des gènes de la voie Wnt, mais 
aussi dans la déubiquitination d’APC (Tran et al., 2008). 
 
d) La signalisation des récepteurs aux tyrosines kinases 
 Les récepteurs aux tyrosines kinases sont des acteurs importants dans la transmission de signaux 
de survie cellulaire et sont responsables de nombreuses anomalies dans de nombreux cancers 
(Mosesson et al., 2008). Quelques DUBs sont connues pour réguler ces récepteurs. USP18 a été 
identifiée comme un régulateur de la traduction de l’EGFR (epidermal growth factor receptor) en 
stabilisant l’expression de miR-7 (Duex et al., 2011). POH1 est un régulateur de l’ubiquitination d’ErbB2 
mais n’est pas impliquée dans sa dégradation (Liu et al., 2009). AMSH déubiquitine l’EGFR et ErbB2 
permettant leur sortie du lysosome et leur recyclage (Meijer et al., 2012). USP2a a été identifiée comme 
un régulateur de l’endocytose de l’EGFR (Liu et al., 2013b). Enfin, USP8 est impliqué dans la régulation 
des récepteurs aux tyrosines kinases. Toutefois son rôle est encore discuté car selon les études, elle 
permet leur recyclage à la membrane (Niendorf et al., 2007), alors que dans d’autres, elle conduit à leur 
dégradation (Alwan and van Leeuwen, 2007). 
 
V.B.5 Les enzymes de déubiquitination dans l’apoptose 
 De par leur implication dans de nombreuses voies cellulaires (Figure 22), la perturbation de 
l’activité de certaines DUBs va conduire à une mort cellulaire. Le plus souvent cette mort sera de type 
apoptotique et certaines DUBs sont particulièrement impliquées dans les mécanismes qui vont mener à 
la signalisation apoptotique. 
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 Parmi les DUBs impliquées dans les voies de mort cellulaire, A20, déjà connue pour sa capacité à 
réguler NF-κB et également capable de déubiquitiner la caspase 8. Ceci aura pour effet d’éviter son 
agrégation avec p62 et sa pleine activation, inhibant ainsi les signaux apoptotiques  de la voie 
extrinsèque et la mort cellulaire (Jin et al., 2009). Une autre DUB impliquée dans la voie NF-κB et capable 
de jouer un rôle dans l’apoptose est la DUB CYLD. En effet, l’une de ses cibles est RIPK1. La 
déubiquitination de RIPK1 a non seulement pour effet de bloquer l’activation de NF-κB mais aussi de 
promouvoir la formation d’un complexe de signalisation pro-apoptotique incluant la caspase 8 et FADD 
(Wang et al., 2008). Ce complexe entrainera une apoptose de la cellule. De plus, des études récentes 
suggèrent que RIPK1 déubiquitinée et associée à RIPK3, va déclencher une nécroptose de la cellule 
lorsque l’activation des caspases est entravée (Vandenabeele et al., 2010; Vanlangenakker et al., 2011). 
 Au niveau de la famille des USP, USP7 a été identifiée comme une protéine oncogénique. En 
effet, elle est capable de déstabiliser ou d’inhiber plusieurs suppresseurs de tumeurs, p53, FOXO4 et 
PTEN, et d’augmenter les propriétés oncogéniques de la Claspine, une protéine impliquée dans les 
checkpoints de la réplication de l’ADN (Sacco et al., 2010). De même qu’USP7, les DUBs capables de 
réguler p53 tel qu’USP2 ou USP10 vont être très impliquées dans l’apoptose déclenchée par la voie p53. 
 USP19 est capable de déubiquitiner c-IAP1 et c-IAP2, deux protéines de la famille IAP (inhibitor 
of apoptosis) (Mei et al., 2011). Son action va permettre la diminution de la dégradation de ces deux 
protéines.  c-IAP1 et c-IAP2 vont alors inhiber l’activation des caspases, l’apoptose et entraîner une 
augmentation du potentiel prolifératif des cellules où USP19 va être plus active.  
Enfin, USP14 et UCH-L5, DUBs associées au protéasome et nécessaires à son bon 
fonctionnement, constituent de nouvelles cibles de l’inhibition du protéasome. Leur inhibition va 
entrainer une rapide mort cellulaire par apoptose (Liu et al., 2014; Tian et al., 2014). Ces DUBs ont un 
rôle crucial car elles peuvent perturber toute l’activité du protéasome, qui régule l’activité de 
nombreuses protéines liées aux mécanismes de mort cellulaire. En effet, les membres de la famille BCL-2 
sont particulièrement sensibles à la dégradation par le protéasome. La dégradation de BCL-2 ou des 
membres de cette famille tel MCL-1, très présent dans les hémopathies malignes, va entraîner le 
relargage de signaux pro-apoptotiques et une mort par apoptose (Mojsa et al., 2014; Scarfo and Ghia, 
2013). A l’inverse, l’inhibition complète du protéasome va également entraîner l’accumulation des 
membres pro-apototiques de la famille BCL (BAX, BAK, BAD, BIM, BIK et BID) et conduire à une 
augmentation de l’apoptose cellulaire (Li and Dou, 2000; Naujokat and Hoffmann, 2002). 
Les enzymes de déubiquitination et le protéasome constituent donc des éléments cruciaux dans 
la régulation de la mort cellulaire. Leur perturbation dans les processus cancéreux conduit à l’inhibition 
des mécanismes de mort et l’augmentation des signaux de survie et de prolifération de la cellule 
cancéreuse. Ces enzymes sont donc d’un intérêt majeur dans l’élaboration de nouvelles pistes de 
traitement des cancers. 
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Objectifs 
 
 Les lymphomes non hodgkiniens (LNH) sont de plus en plus fréquents et représentent 
aujourd’hui le cinquième groupe de cancer au monde. Leur incidence est en constante augmentation et 
ces pathologies constituent un véritable problème de santé publique. Les LNH à cellules B matures 
regroupent un panel hétérogène de pathologies originaires de cellules lymphatiques (Rickert, 2013; 
Shankland et al., 2012). Parmi les LNH à cellules B matures, la leucémie lymphoïde chronique (LLC) est la 
forme de leucémie de l’adulte la plus fréquente dans le monde occidental. Elle est caractérisée par 
l’accumulation de cellules B CD5+/CD23+ dans le sang, la moelle osseuse et les tissues lymphoïdes 
secondaires. Certains patients vont présenter des formes agressives de la maladie alors que d’autres 
seront atteints de formes indolentes ne nécessitant aucun traitement pendant plusieurs années. Cette 
variabilité est le reflet d’une hétérogénéité intrinsèque à cette maladie. Malgré de grandes avancées 
dans la compréhension de cette physiopathologie, la LLC reste à ce jour globalement incurable. Il est 
donc important de mieux comprendre la physiopathologie de la LLC, et plus largement des LNH, pour 
permettre le développement de nouveaux outils thérapeutiques, en particulier pour les patients 
résistants aux traitements conventionnels. 
 Les LNH à cellules B matures se caractérisent par un défaut d’apoptose résultant d’une 
combinaison de facteurs intrinsèques à la cellule, et de facteurs extrinsèques liés au 
microenvironnement des cellules leucémiques et conduisant à l’accumulation de cellules B cancéreuses. 
 Parmi les facteurs conduisant à la résistance à  l'apoptose, la diminution des protéines pro-
apoptotiques de la famille BCL-2 (BAX, BAK, BAD, BIM, BIK et BID) et la stabilisation des membres anti-
apoptotiques de cette famille tels BL-2 et MCL-1 vont contribuer à l’agressivité de nombreuses 
hémopathies malignes (Mojsa et al., 2014; Scarfo and Ghia, 2013). Les signaux du microenvironnement 
et l’importance du BCR dans la surexpression des membres anti-apoptotiques de cette famille ont été 
clairement démontrés (Shain and Tao, 2014; ten Hacken and Burger, 2014). La régulation des protéines 
de la famille BCL-2 et notamment de MCL-1 est soumise à des mécanismes dynamiques impliquant 
l’ubiquitination de ces protéines et leur destruction par le système ubiquitine-protéasome. Ces dernières 
années, l’importance de la régulation des voies de survie cellulaire par le protéasome et les enzymes 
d’ubiquitination et de déubiquitination a été particulièrement mis en avant comme une nouvelle voie 
thérapeutique potentielle (Crawford and Irvine, 2013). Le premier objectif de ce travail de thèse 
consistait à déterminer quelles pouvaient être les enzymes de déubiquitination (DUBs) reliées à la 
signalisation du BCR, impliquées dans la survie exacerbée des cellules lymphoïdes B malignes et la 
stabilisation de la protéine anti-apoptotique MCL-1. 
Une autre voie d’approche dans les traitements des LNH à cellules B matures cherche à 
outrepasser la résistance à la mort cellulaire et à la déclencher pour permettre l’élimination des cellules 
cancéreuses. A ce titre, l’altération de la voie des sphingolipides peut se traduire par la mort cellulaire. 
En effet, les sphingolipides favorisent la mort cellulaire en modulant différentes voies de signalisation 
cellulaire dont PKC, PP1, JNK (Pitson et al., 2011).  CD95L (Fas ligand) induit une augmentation du taux 
endogène de céramides qui induisent une apoptose dépendante de caspase 9 (Lafont et al., 2012). La 
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sphingosine peut provoquer une perméabilisation de la membrane lysosomale et la libération des 
protéases lysosomales dans le cytosol (Kagedal et al., 2001). Les sphingolipides interviennent aussi dans 
les mécanismes de mort en formant des macro-domaines dans la membrane mitochondriale externe au 
niveau des desquels se polymérisent des protéines Bax pour créer des pores et une perméabilisation de 
la membrane mitochondriale (MOMP) (Lee et al., 2011). Les sphingolipides sont donc impliqués dans 
l’apoptose intrinsèque et extrinsèque dépendante des mitochondries et peuvent entraîner également 
des morts cellulaires indépendantes des caspases. Le fingolimod ou FTY720, un sphingolipide analogue 
de la sphingosine, montre une action anti-néoplasique dans des modèles d’hémopathies malignes B et 
notamment la LLC (Liu et al., 2008). Cependant les mécanismes d’action du FTY720 restent encore mal 
connus et parfois contradictoires. Un autre objectif de ce travail a été de mieux caractériser l’effet 
cytotoxique du FTY720 en déterminant les mécanismes de mort cellulaire qu’il entraîne dans les cellules 
de LLC. 
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Résultats 
I. Article : The deubiquitinating enzyme USP14 controls MCL-1 expression and 
lymphoma cell survival downstream B cell antigen receptor and stromal 
protective signals 
Résumé 
Les lymphomes non hodgkiniens (LNH) sont l'une des principales causes de mortalité par cancer 
dans le monde. Ces pathologies sont marquées par une signalisation aberrante en aval du récepteur des 
lymphocytes B (BCR) ainsi que par des signaux dérivés du microenvironnement qui vont contribuer à 
l’augmentation de l'expression de la protéine anti-apoptotique MCL-1, favorisant la résistance à la mort 
cellulaire dans les cellules B malignes. MCL-1 est une protéine ayant une demi-vie très courte, soumise à 
une dégradation rapide par le système ubiquitine-protéasome (UPS). Plusieurs E3 ligases impliquées 
dans la dégradation de MCL-1 ont été identifiées. Toutefois, les enzymes capables de déubiquitiner MCL-
1 pour le protéger de la destruction sont relativement peu connues. Dans notre étude nous avons étudié 
l'impact des signaux du BCR et du stroma sur l'activité des DUBs, l’expression de MCL-1 et la survie des 
cellules tumorales. Nos résultats montrent que la DUB USP14 associée au protéasome, représente un 
nouvel effecteur clé en aval des signaux protecteurs pro-oncogéniques du BCR et du 
microenvironnement stromal. Les DUBs et USP14 en particulier constituent une cible cliniquement 
pertinente pour l’élaboration de thérapies basées sur l’UPS dans les cellules B néoplasiques. 
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Discussion 
 
 Les modifications post-traductionnelles dues aux protéines d’ubiquitine et aux protéines 
ubiquitin-like jouent un rôle majeur dans le devenir et les fonctions de nombreuses protéines cellulaires 
(Hershko and Ciechanover, 1998; Komander, 2009). Plusieurs des enzymes clés impliquées dans ces 
mécanismes voient leur activité amplifiée ou modifiée dans de nombreuses pathologies. Le rôle 
spécialisé dans le cycle de l’ubiquitine des enzymes de déubiquitination (DUBs) émerge dans le contrôle 
de la plupart des voies de signalisation et l’expression d’oncoprotéines. A ce titre le ciblage des DUBs 
dans le cancer s’avère être une stratégie pertinente dans l’élaboration de nouvelles thérapies ciblées 
(Hussain et al., 2009). Dans cette étude, nous montrons l’importance de l’activité DUB dans les 
lymphomes non hodgkiniens (LNH) à cellules B matures et, pour la première fois, le rôle du récepteur 
aux cellules B (BCR) et des signaux protecteurs du microenvironnement, dans l’activation de nombreuses 
DUBs et plus spécifiquement de USP14. De plus, nous montrons le rôle clé de USP14 dans la régulation 
de la protéine anti-apoptotique MCL-1 et la survie des cellules B malignes. 
Les LNH à cellules B matures constituent un groupe hétérogène de plus de 30 pathologies 
distinctes. La plupart de ces lymphomes (environ 85-90%) sont originaires des lymphocytes B (Institut de 
veille sanitaire, 2013). Ces pathologies proviennent d’un précurseur B normal  dont le développement au 
cours de la sélection dans les centres germinatifs ou le développement post-germinatif va dériver vers 
une cellule cancéreuse. Le pronostic global est très variable selon les différentes formes histologiques. 
Ces formes peuvent être classées selon des progressions indolentes ou agressives. Mais ces dernières 
années, la stimulation du BCR et les voies de signalisation qui en découlent ont été mises en avant 
comme faisant partie des évènements oncogéniques majeurs communs aux différents LNH (Young and 
Staudt, 2013). Parmi les LNH, la LLC constitue la forme de leucémie la plus fréquente chez l’adulte. Une 
caractéristique majeure des cellules de LLC est leur résistance accrue à l’apoptose physiologique. Cette 
résistance est le résultat d’une combinaison de facteurs intrinsèques et de facteurs extrinsèques à la 
cellule, liés au microenvironnement des cellules leucémiques.  Parmi ces facteurs, la signalisation issue 
du BCR s’est avérée avoir un rôle clé dans la LLC, et plus largement dans les LNH à cellules B matures, se 
traduisant, notamment par le développement de nouvelles thérapies ciblant cette signalisation (Young 
and Staudt, 2013). 
 Ces dernières années l’inhibition spécifique des DUB s’est révélée être une stratégie valable dans 
la thérapie anticancéreuse. L’utilisation du WP1130, un inhibiteur général des DUBs ou du HBX41108, un 
inhibiteur spécifique d’USP7/HAUSP, mais se révélant être un inhibiteur de DUB non sélectif, ont montré 
d’excellents résultats dans l’induction de la mort cellulaire essentiellement par des mécanismes 
d’apoptose (Colland et al., 2009; Kapuria et al., 2010; Pal et al., 2014). Utilisés sur des cellules de LLC et 
diverses lignées de LNH, ces inhibiteurs montrent un effet anticancéreux (Figure 1) similaire à ce qui a 
déjà été décrit pour d’autres cancers. Cet effet anticancéreux s’avère être accompagné d’une inhibition 
générale des DUBs (Figure 1D), démontrant l’importance du rôle de ces enzymes dans les hémopathies 
malignes. 
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 Dans le cas des LNH à cellules B matures, le rôle majeur du microenvironnement et de la 
signalisation du BCR sur la survie des cellules tumorales est un fait bien établi et doit désormais être pris 
en compte dans l’élaboration de nouvelles thérapies (Burger, 2011; Coupland, 2011; Shain and Tao, 
2014; ten Hacken and Burger, 2014). De plus, il est maintenant reconnu que le microenvironnement joue 
un rôle essentiel pour le développement de résistance des cellules cancéreuses aux thérapies actuelles 
(Meads et al., 2009). Ainsi, nous nous sommes posés la question du rôle des DUBs d’une part dans la voie 
de signalisation du BCR et d’autre part dans un système simulant le rôle protecteur du 
microenvironnement sur la survie des cellules B malignes. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que 
les cellules B stimulées par le BCR présentent une activation rapide de l’activité générale des DUBs, en 
parallèle de l’activation de SYK, BTK et de protéines plus en aval tel que ERK et AKT (Figure 2). De plus, 
des cellules de LLC co-cultivées avec des cellules fibroblastiques de la moelle osseuse montrent une 
survie largement augmentée, s’accompagnant d’une surexpression de la protéine anti-apoptotique MCL-
1 et d’une augmentation de l’activité générale des DUBs (Figure 9). L’utilisation d’une sonde piège 
constituée d’ubiquitine étiquetée HA associée à un groupement actif venyl-sulfone (Borodovsky et al., 
2002), nous a permis d’établir des profils de DUBs actives dans les cellules stimulées par le BCR et le 
microenvironnement stromal et d’identifier certaines DUBs parmi les plus actives dans les cellules B 
malignes. Parmi celles-ci, nous avons mis en évidence une augmentation importante de l’activité de 
l’enzyme de déubiquitination USP14 (Figure 2 et Figure 9). 
  USP14 est une protéase à cystéine de la famille des protéases spécifiques de l’ubiquitine ou 
« Ubiquitin-Specific Proteases » (USP). Elle a été identifiée comme l’une des DUBs associées au 
protéasome. USP14 est liée à la sous-unité Rpn11 du protéasome 19S (Leggett et al., 2002). Sa présence 
au protéasome n’est pas essentielle et l’inhibition de son activité n’inhibe pas complètement le 
fonctionnement du protéasome. En effet, il a été démontré qu’USP14 régule l’activité de l’ouverture de 
la porte du protéasome 20S par sa liaison au protéasome et non par son activité d’enzyme de 
déubiquitination (Peth et al., 2009). Toutefois, sa capacité à déubiquitiner les protéines joue également 
un rôle important dans le fonctionnement de la dégradation des protéines au protéasome. USP14 de 
même que la DUB UCHL5 ont été décrites comme ayant une fonction de contrôle qualité de la 
dégradation des protéines au protéasome. Ces deux enzymes sont capables de cliver les chaines 
d’ubiquitine des protéines afin de ne laisser plus que deux molécules d’ubiquitine. Ces chaînes courtes 
ne sont pas reconnues par le protéasome et ainsi les protéines présentant des chaînes courtes non-
dégradables vont être libérées et non dégradées. L’activité de USP14 et UCHL5 permet une régulation 
dynamique du fonctionnement du protéasome par l’inhibition de la dégradation de ses substrats (Hanna 
et al., 2006; Lam et al., 1997). Mais au-delà de son rôle dans le contrôle qualité des protéines menées au 
protéasome et du recyclage des chaînes d’ubiquitine, plusieurs cibles spécifiques de USP14 ont déjà été 
identifiées. Ainsi USP14 est capable de déubiquitiner le récepteur aux chimiokines CXCR4 pour éviter sa 
dégradation. USP14 en stabilisant cette protéine joue un rôle dans la migration cellulaire (Mines et al., 
2009). USP14 permettrait également la stabilisation de la β-catenine dans le cancer du poumon et 
favoriserait ainsi le développement de ces cancers (Wu et al., 2013). Enfin, USP14 a été décrite comme 
capable de réguler des voies de signalisation importantes dans les processus cancéreux. En effet, USP14 
déubiquitine I-κB, une protéine inhibitrice de la voie NF-κB et régule ainsi cette voie (Mialki et al., 2013) ; 
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de même qu’il déubiquitine Dishevelled, une protéine régulatrice de la voie Wnt, favorisant son 
activation (Jung et al., 2013). 
Au cours des dernières années, des inhibiteurs de USP14 ont été développés pour le traitement 
anticancéreux. Parmi ceux-ci, une petite molécule inhibitrice IU1 est capable d’inhiber spécifiquement 
USP14 et ainsi d’altérer la dégradation de nombreux substrats par le protéasome (Lee et al., 2010). IU1 
nécessite de forte concentration afin d’inhiber l’activité de USP14 allant jusqu’à 100µM pour une 
inhibition totale. Utilisé à des doses similaires dans notre étude, le IU1 démontre en plus de l’inhibition 
de l’activité de USP14, un effet cytotoxique dans les lymphomes de type B et les cellules de LLC. Cet effet 
cytotoxique s’accompagne d’un effet rapide et drastique sur l’effondrement des niveaux de MCL-1 
(Figure 4). Dans leur étude, Lee et al. ne démontrait aucun pouvoir cytotoxique du seul IU1. Il était 
nécessaire d’inhiber d’autres mécanismes du protéasome pour que l’inhibition de USP14 s’accompagne 
d’un effet cytotoxique. C’est ce qui a été observé avec l’utilisation du b-AP15 qui inhibe non seulement 
l’activité de USP14 mais également celle d’UCHL5 (D'Arcy et al., 2011). De plus la présence d’UBP6, 
l’orthologue de USP14 dans les levures s’avère être non essentielle à la survie (Guterman and Glickman, 
2004; Leggett et al., 2002). Le rôle de USP14 dans les voies de survie cellulaire restait donc à éclaircir. Ne 
pouvant exclure un effet non spécifique de l’inhibiteur pharmacologique de USP14, nous avons choisi 
d’éteindre spécifiquement USP14 par interférence à ARN afin de confirmer nos résultats. Nous avons pu 
mettre en évidence que l’extinction de USP14 est suffisante pour entrainer une mort cellulaire et que la 
diminution d’expression de USP14 est corrélée à la diminution des niveaux de MCL-1, car elle n’altère 
pas les niveaux d’autres molécules pro-survie tel que BCL-2 (Figure 5 et 6c). A l’inverse, la surexpression 
de USP14 dans des cellules leucémiques T, cellules dans lesquelles nous avons observé des résultats 
similaires pour l’extinction de USP14, s’accompagne d’une augmentation des niveaux de MCL-1 (Figure 
supplémentaire 4).  
MCL-1 est essentielle pour la survie de multiples types cellulaires et sa surexpression contribue à 
la tumorigénèse. MCL-1 possède une demi-vie très courte (environ 17 minutes) et sa régulation est 
finement orchestrée par de nombreux mécanismes dynamiques. En effet, MCL-1 est régulée au niveau 
transcriptionnel et traductionnel. Ainsi, le promoteur de MCL-1 est activé par les voies de signalisation 
des MAP kinases, PI3K/AKT et JAK/STAT et est directement inhibé par E2F1 (Croxton et al., 2002). MCL-1 
est sujet à un épissage alternatif qui va permettre de produire des formes courtes de la protéine aux 
fonctions réduites (Bingle et al., 2000; Kim and Bae, 2013). MCL-1 est également régulée par plusieurs 
microARNs, le plus connu étant le miR29 qui se lie directement à la région 3’UTR du messager de MCL-1 
(Mott et al., 2007). Différents mécanismes altères également l’expression de MCL-1 tels la restriction 
calorique qui va diminuer les niveaux d’ARN messager de MCL-1 (Meynet et al., 2013; Thomas et al., 
2010). MCL-1 est également connue pour ses nombreuses modifications post-traductionnelles. MCL-1 
peut-être clivée (Clohessy et al., 2004) et phosphorylée par différentes voie de signalisations conduisant 
à la stabilisation ou à la dégradation de la protéine (Gandhi et al., 2008). Par exemple, sa 
phosphorylation en Ser64 par les CDK1, CDK2 et JNK vont augmenter l’affinité de MCL-1 pour les 
membres pro-apoptotiques de la famille BCL-2 (Kobayashi et al., 2007). Sa phosphorylation en Thr92 et 
Thr163 induite par ERK vont, quant à elles, stabiliser MCL-1 dans les cancers (Domina et al., 2004; 
Nifoussi et al., 2012). Enfin les phosphorylations en Ser155 et Ser159 de MCL-1 par GSK3-β sont 
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dégradatives et vont conduire à sa destruction par le protéasome (Maurer et al., 2006). Dans certains 
cancers, JNK s’est révélée capable de phosphoryler MCL-1 en Thr163.  Cette phosphorylation s’avère 
nécessaire pour permettre les phosphorylations par GSK3-β (Thomas et al., 2010). 
 Dernièrement ont été mis en avant les mécanismes d’ubiquitination et déubiquitination de MCL-
1 dans sa régulation par le système ubiquitine protéasome (Mojsa et al., 2014). Ces dernières années 
plusieurs E3 ligases ont été identifiées comme capable d’ubiquitiner MCL-1. Parmi celles-ci, on 
dénombre Mule/HUWE1/ARF-BP1 (Zhong et al., 2005) et APC/CCdc20 (Harley et al., 2010), ainsi que SCFβ-
TrCP (Ding et al., 2007), Trim17 (Magiera et al., 2013) et SCFFbw7 (Inuzuka et al., 2011) dont l’action est 
favorisée par la phosphorylation de MCL-1 par GSK3-β. Parmi les E3 ligases, le rôle de SCFFbw7 sur MCL-1 
s’avère des plus importants. Cette E3 ligase a un rôle clé dans les processus tumoraux et la promotion 
des LNH car elle s’est révélée capable d’ubiquitiner d’autres protéines oncogéniques majeures telles que 
c-Myc, la cycline E, Notch et c-Jun. Si les mécanismes d’ubiquitination et les enzymes associées à MCL-1 
commencent à être connus, il n’en est pas de même pour ses enzymes de déubiquitination. Ku70, une 
protéine impliquée dans la réparation des dommages au double brin d’ADN possèderait une activité de 
déubiquitination et s’est montrée capable de déubiquitiner MCL-1 (Wang et al., 2014a). Une autre DUB 
décrite comme capable de déubiquitiner MCL-1 est USP9X (Schwickart et al., 2010). Toutefois son rôle 
sur MCL-1 semble être dépendant du contexte cellulaire car cette DUB ne montre aucun effet sur la 
régulation de MCL-1 dans des adénocarcinomes pancréatiques (Perez-Mancera et al., 2012) et un impact 
faible dans les cellules leucémiques T (Trivigno et al., 2012). Nos propres observations ne montrent 
d’ailleurs aucun effet de la suppression de USP9X sur les niveaux de MCL-1 dans plusieurs lignées 
cellulaires parmi lesquelles des cellules primaires de LLC et la lignée de lymphome de Burkit, Ramos 
(Figure supplémentaire 3). 
Nos résultats suggèrent USP14 comme une nouvelle enzyme de déubiquitination de MCL-1. 
Cette hypothèse étayée par nos observations montrant une co-localisation de USP14 et MCL-1 dans la 
cellule B maligne (Figure 8c). Ce phénomène est encore plus marqué lors d’une stimulation par des 
anticorps anti-IgM qui conduisent au « capping » du BCR. Ce phénomène - artificiellement déclenché in 
vitro par des anticorps anti-IgM - traduit la stimulation « physiologique » du BCR qui se produit lors de sa 
liaison avec l’antigène (Graziadei et al., 1990; Imamura et al., 2009). Le « capping » du BCR permet la 
phosphorylation par la kinase LYN des motifs ITAMs présents dans la partie cytoplasmique des sous-
unités signalisatrices du BCR, le recrutement et l’activation de SYK et de BTK et la formation de 
complexes multimoléculaires de signalisation impliquées dans l’activation des cellules B malignes.  Nous 
constatons que MCL-1, USP14 et le protéasome font partis de ce phénomène en se retrouvant co-
localisés plus fortement lors d’une stimulation du BCR au niveau du « capping » (Figure 8c). USP14 existe 
sous forme libre dans la cellule, en ce cas elle est inactive. C’est lorsque USP14 va se lier au protéasome 
qu’elle va être activée (Hu et al., 2005). Dans ce contexte, nous avons observé que la stimulation du BCR 
augmente l’activité de USP14, alors que, l’inhibition SYK et de BTK réduit fortement son activité. Nos 
observations suggèrent donc que USP14 est régulée par la voie de signalisation du BCR, pour favoriser sa 
liaison au protéasome et déclencher son activité de déubiquitination (Figure 8b et Figure 6).  
Une fois activée au protéasome, on peut faire l’hypothèse qu’USP14 va exercer sa fonction de 
contrôle qualité des protéines amenées pour dégradation, notamment sur MCL-1 qui va se voir protéger 
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de la dégradation par le système ubiquitine-protéasome. A l’inverse, lorsqu’USP14 est inactive, MCL-1 
dont le renouvellement protéique est très élevé, va se retrouver ubiquitinée par une ou plusieurs E3 
ligases et dégradée au protéasome sans qu’USP14 n’ait exercé sa fonction protectrice. 
Cette régulation de USP14 et du protéasome par le BCR est une observation originale qui a des 
implications pour notre compréhension de la signalisation du BCR, mais également pour la 
compréhension des mécanismes moléculaires contrôlant l’activité des enzymes de déubiquitination. En 
effet, si de plus en plus de DUBs et leurs cibles sont identifiées, presque rien n’est connu sur la régulation 
de l’activité des enzymes de déubiquitination. Notre étude montre que le BCR est capable de réguler 
l’activité de plusieurs enzymes de déubiquitination et celle de USP14. L’inhibition de SYK régule l’activité 
de USP14 sans altérer ses niveaux transcriptionnels ou protéiques. Ces observations ont été confirmées à 
l’aide d’une approche par interférence à ARN en éteignant la protéine SYK. L’extinction de SYK confirme 
la capacité de SYK à réguler l’activité de USP14. De plus SYK et USP14 sont co-localisées dans le 
« capping » engendré par la stimulation du BCR (Figure 6). Fait notable, USP14 présente un site Hem-
ITAM dans sa séquence. La phosphorylation des sites ITAMs et Hem-ITAMs présents sur les 
immunorécepteurs permet le recrutement des protéines de la famille SYK par leurs domaines SH2 
(Bezbradica and Medzhitov, 2012). Cette observation permettrait de faire l’hypothèse d’une interaction 
directe de USP14 avec SYK, permettant à la fois son activation et le recrutement du protéasome dans le 
complexe BCR activé. Cependant, à ce jour, nous n’avons pas pu mettre en évidence une 
phosphorylation sur tyrosine de USP14 (données non montrées) (Figure24), suggérant l’existence 
d’autres mécanismes impliqués dans l’activation de USP14 par le BCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 24: Site de phosphorylation putatif d’USP14. Site de phosphorylation putatif sur tyrosine en orange. 
Tyrosine du site Hem-ITAM putatif en rouge. Site de phosphorylation putatif sur thréonine en violet. Site de 
phosphorylation putatif sur sérine en bleu clair. Site de phosphorylation AKT putatif sur sérine en bleu foncé. 
 
A ce titre, nos observations montrant un rôle essentiel de AKT en amont de USP14 dans les 
cellules B malignes. La voie PI3K-AKT constitue l’un des carrefours moléculaires les plus importants dans 
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la cellule et a un rôle majeur dans les mécanismes d’activation « tonique » et « chronique actif » du BCR 
contrôlant la migration, la prolifération et la survie des cellules B néoplasiques (Young and Staudt, 2013). 
AKT est activée par sa liaison aux phosphoinositides membranaires produits par la PI3K, elle-même 
activée par une phosphorylation effectuée par SYK. AKT inhibe l’activité de GSK3-β, réduisant ainsi la 
phosphorylation de MCL-1 qui favorise son ubiquitination par les E3 ligases de MCL-1 (Baudot et al., 
2009; Maurer et al., 2006; Mojsa et al., 2014; Thomas et al., 2010). Récemment, l’une des rares 
régulations décrites d’enzyme de déubiquitination par phosphorylation, a impliqué AKT. En effet, dans le 
cancer du sein, AKT est capable de phosphoryler USP4, une DUB pro-oncogénique impliquée dans la 
dégradation du récepteur de TGFβ de type I. Cette phosphorylation délocalise USP4 du noyau à la 
membrane où elle va pouvoir déubiquitiner le TGFβR I et prévenir sa dégradation. Ce processus conduit à 
une surexpression du TGFβR I et une plus forte activité pro-tumorale (Zhang et al., 2011a). A l’aide 
d’outils de bioinformatique, nous avons constaté que la séquence de USP14 présente des sites de 
phosphorylation potentiels par AKT (données non montrées) (Figure 24). Dans les cellules B malignes, 
nous avons montré qu’inhibiteur pharmacologique d’AKT inhibe l’activité de USP14. Ces données sont 
confirmées par le recours à l’interférence à ARN ciblant AKT1/2. L’inhibition d’AKT entraîne une 
diminution de l’activité de USP14, des niveaux de MCL-1 et de la survie cellulaire (Figure 7). De façon 
intéressante, les cellules de leucémie T Jurkat, qui ont pour caractéristique une activation constitutive 
d’AKT suite à la mutation du suppresseur de tumeur PTEN (Shan et al., 2000) et une mutation de la E3 
ligase FBW7 (O'Neil et al., 2007), présentent des niveaux très importants de MCL-1 nécessaires à la 
survie des cellules leucémiques. Dans ce contexte également, la suppression par interférence à ARN 
d’AKT et de USP14 entraîne la chute des niveaux protéiques de MCL-1 et la mort cellulaire (Figure 
Supplémentaire S4 et S6). Ces observations suggèrent que la régulation de USP14 par la voie PI3K-AKT 
est un phénomène assez général et il serait intéressant d’étudier l’impact de l’inhibition de la PI3K sur 
l’activité de USP14 et du protéasome dans les LNH à cellules B matures. En effet, le ciblage de la PI3K par 
des petites molécules inhibitrices est en cours d’évaluation clinique avec d’excellents résultats sur la 
survie cellulaire (Badura et al., 2013; Macias-Perez and Flinn, 2013).  
Mis ensemble nos résultats permettent d’établir un modèle dans lequel, pour la première fois, il 
est montré que le BCR et les signaux protecteurs du microenvironnement modulent l’activité de 
certaines DUBs, parmi lesquelles la DUB associée au protéasome USP14. Dans la signalisation du BCR, 
l’activité de USP14, dépendante de SYK, BTK et AKT, régule la survie cellulaire et les niveaux protéiques 
de la protéine anti-apoptotique MCL-1. Dans ce modèle, AKT devient le chef d’une balance permettant 
d’un côté de prévenir l’action destructrice des E3 ubiquitine ligases de MCL-1 et de l’autre côté de 
favoriser l’activation de la déubiquitinase USP14 qui va participer à la stabilisation de MCL-1 (Figure 25). 
Notre étude démontre l’importance de USP14 dans les mécanismes de survie des cellules 
lymphoïdes malignes et l’intérêt de son ciblage dans l’élaboration de nouvelles thérapies 
anticancéreuses. 
Ceci ne tient pas uniquement à l'action de USP14 sur MCL-1, mais de façon plus générale, à son 
rôle dans l’activité du protéasome. L’importance du système ubiquitine-protéasome est illustrée en 
cancérologie par l’inhibiteur du protéasome bortezomib, utilisé dans le traitement du myélome multiple. 
Le bortézomib et de nouveaux inhibiteurs du protéasome sont d’ailleurs en test clinique afin de 
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développer ces thérapies (Crawford and Irvine, 2013; D'Arcy and Linder, 2012). Un autre intérêt de 
USP14 réside dans ses autres cibles et sa capacité à réguler les voies Wnt et NF-κB qui sont d’autres voies 
de survie importantes dans les LNH (Gasparini et al., 2014; Ge and Wang, 2010).  
Au-delà de USP14, nos travaux suggèrent l’implication d’autres DUBs dans la signalisation du BCR 
et l’action protectrice des cellules stromales. Ainsi, dans nos profils biochimiques, nous observons 
également des activités DUB pouvant correspondre à UCHL5, USP5, USP7 et OTUD5 (voir annexe I). 
UCHL5 est une autre DUB associée au protéasome qui joue un rôle important dans la prolifération et la 
survie des cellules de myélome multiple (Tian et al., 2014). USP5, USP7 et OTUD5 ont été décrites 
comme capable de réguler la voie p53 et sa voie de signalisation (Dayal et al., 2009; Kon et al., 2010). 
Tous ces travaux attestent de l’importance des DUBs dans les processus cancéreux et soulignent la 
nécessité d’une meilleure compréhension du système ubiquitine-protéasome et du fonctionnement des 
DUBs pour le développement de thérapies anti-tumorales ciblées (Crawford and Irvine, 2013).  
 
Figure 25 : La régulation de MCL-1 par le BCR, les E3 ligases et les DUBs 
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II. Article : FTY720 induces DRP1-dependent regulated necrosis in chronic 
lymphocytic leukemia 
Résumé 
Le fingolimod (FTY720), un analogue de la sphingosine, est un médicament immunosuppresseur, 
récemment approuvé pour le traitement de la sclérose en plaques et actuellement à l'étude préclinique 
comme possible thérapie pour un certain nombre d’hémopathies malignes. Le FTY720 a montré un rôle 
dans l'induction de l'autophagie et de la mort cellulaire indépendante des caspases. Mais les mécanismes 
mis en jeu restent peu clairs. Notre étude vise donc à obtenir une meilleure compréhension sur le mode 
d’action du FTY720. De fait, nos résultats indiquent que le FTY720 entraîne une mort de type nécrotique 
dépendante de DRP1dans des cellules de leucémie lymphoïde chronique. Ces observations démontrent 
l’importance du fingolimod comme potentiel nouvel agent thérapeutique dans les hémopathies 
malignes. 
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Abstract 
 
Fingolimod (FTY720) is an immunosuppressive drug that was recently approved for the treatment of 
multiple sclerosis and is currently under pre-clinical investigation as a therapy for a number of 
haematological malignancies. Previous studies have indicated a role for FTY720 in inducing autophagy 
and caspase-independent cell death in cancer cells through incompletely characterized molecular 
mechanisms. Our study thus aims at a better understanding of the way of action of FTY720. In chronic 
lymphocytic leukaemia (CLL) cells, FTY720 induced cell death with typical features of apoptosis, 
including phosphatidylserine exposure and caspase-3 activation, and features of autophagy, including LC3 
conversion, autophagolysosome formation and lysosomal cathepsins activation. However, neither caspase 
nor autophagy blockade prevented the cytotoxic effect of FTY720, suggesting another mechanism of cell 
death. Using electron and fluorescence microscopy, flow cytometry and biochemical analyses, we found 
that FTY720 treatment increased a fraction of annexin V-/7-AAD+ cells both in primary and transformed 
leukemic cells and induced morphological changes representative of necrosis, including oncosis, 
mitochondrial and plasma membrane alteration. FTY720 treatment resulted in increased plasma 
membrane permeability as shown by the extracellular translocation of the nuclear high mobility group box 
1 (HMGB1) protein and by the release into the culture medium of the cytosolic enzyme lactate 
dehydrogenase (LDH). Interestingly, cell death induced by FTY720 was not prevented by 
pharmacological inhibition of RIPK1 and PP2A. In contrast, FTY720-induced necrosis was accompanied 
by an early relocation to the mitochondria of Dynamin-Related Protein 1, DRP1. Importantly, FTY720 
stimulation led to major changes in the phosphorylation of serine residues associated with the 
mitochondrial fission activity of DRP1. Finally, siRNA-mediated knockdown of DRP1 and its upstream 
regulator phosphoglycerate mutase family member 5 (PGAM5) significantly reduced cell death induced 
by FTY720. In In this study, we thus demonstrate that in leukemic cells the cytotoxic effect of the 
immunosuppressive drug Fingolimod involves a DRP1-dependent regulated necrosis. These observations 
are important in line of the future development of Fingolimod as a new therapeutic agent in 
haematological malignancies. 
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Introduction 
 
Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) is the commonest form of leukaemia in Western countries (1). 
Available treatments generally induce remission, although nearly all the patients relapse and CLL remains 
an incurable disease. The purine analogue fludarabine, alone or in combination with cyclophosphamide 
and the anti-CD20 monoclonal antibody rituximab, has become the standard chemotherapy in most 
countries for CLL (2, 3). In the majority of cases, the treatment with fludarabine induces an apoptotic 
death dependent on the tumor suppressor p53. However, patients with mutation or loss of p53 have high 
risk to develop a CLL refractory to fludarabine and other usual chemotherapies (3). Despite clear 
advances in therapies targeting leukemic B cell signalling pathways (4)), it is still a major issue to develop 
new therapeutic strategies in patients with CLL and poor prognosis factors.  
Fingolimod (Gilenya, FTY720, 2-amino-2-[2-(4-octylphenyl)ethyl]propane-1,3-diol) is an oral 
immunosuppressive drug approved in the management of Multiple Sclerosis (MS) (5, 6). FTY720 is a 
structural analogue of sphingosine, an 18-carbon amino alcohol member of cell membrane sphingolipids 
(7). Upon phosphorylation by type 1 or type 2 sphingosine kinases (SPHK1 and SPHK2), sphingosine is 
modified into sphingosine-1-phosphate (S1P), which functions as an important signalling molecule during 
lymphocyte trafficking (8). S1P can be degraded into phosphoethanolamine by S1P lyase or further 
metabolized into ceramide, another potent signalling lipid in cell proliferation and cell death. Similar to 
sphingosine, fingolimod can be phosphorylated by SPHK1/2 (7, 9). Binding of fingolimod phosphate 
(FTY720-P) to sphingosine-1-phosphate receptors (S1PRs) expressed by lymphocytes induces their 
internalization and inhibition (10). During MS treatment with fingolimod, this process results in the 
blocking of lymphocyte egress from lymph nodes, preventing autoimmune lymphocytes from contributing 
to the harmful autoimmune reaction (11). Recent studies have indicated a role for fingolimod in inducing 
cell death in a variety of human and mice cancer models, including solid tumors (12-16) and hematologital 
malignancies (17-20). The cytotoxic effects of fingolimod appear highly cell context dependent and a 
variety of cell death mechanisms have been associated to fingolimod treatment, including apoptosis (13), 
caspase-independent cell death (17, 20), increased autophagic flux (14, 17) and necrosis (14, 16). At the 
molecular level, how fingolimod triggers cell death is unclear (21). In prostate cancer, fingolimod has 
been shown to sensitize tumor cells to radiotherapy through inhibition of SPHK1 independently of S1PRs 
(15). More recently, studies in lung adenocarcinoma, Jak2V617F-driven myeloproliferative neoplasms 
and chronic myeloid leukemic stem cells have implicated a I2PP2A/SET-mediated activation of the tumor 
suppressor protein phosphatase 2A (PP2A) (16, 18, 22). In CLL cells, FTY720-induced toxicity was also 
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linked to PP2A activation (20). However, the exact underlying molecular mechanisms of fingolimod 
antileukemic activity are still ill defined.  
In this study, we found that fingolimod activated apoptotic and autophagic events that were unnecessary to 
its effects on CLL cell death. Instead, fingolimod treatment induced morphological and biochemical 
events that were typical of cells undergoing necrotic death, including oncosis, mitochondrial alteration and 
increased plasma membrane permeability associated with the extracellular release of high mobility group 
box 1 (HMGB1) protein and lactate dehydrogenase (LDH). Fingolimod-induced cell death required 
neither RIPK1 nor PP2A activity, but was associated with the mitochondrial relocalization of 
phosphorylated Dynamin-Related Protein 1 (DRP1). Consistently, knockdown of DRP1 and PGAM5 
expression in CLL cells impaired FTY720-induced cell death. These observations have important clinical 
implications since Fingolimod is now largely considered as a potential therapeutic agent in haematological 
malignancies. 
 
Results 
Fingolimod and sphingosine induced caspase-independent death of CLL cells. The exact mechanism 
of cytotoxicity of Fingolimod (FTY720) on CLL cells is still ill defined. To model the action of FTY720 
in vitro, we used the MEC1 cell line that was established from a patient with B CLL in prolymphocytoid 
transformation (23). Treatment with increasing concentration of FTY720 and of its cellular analogue 
sphingosine for 24, 48 and 72 h resulted in a dose-dependent reduction in cell viability in MEC1 cells 
(Figure 1a and 1b). IC50 value for FTY720 was calculated at 7 μM in MEC1 cell line, whereas IC50 value 
for sphingosine was calculated at 12 µM (Figure 1b). FTY720 and sphingosine can be phosphorylated by 
intracellular sphingosine kinase (7). We therefore addressed the level of toxicity of FTY720-P and 
sphingosine-1-phosphate (S1P) in CLL cells. As shown in Figure 1c, neither FTY720-P nor S1P had 
significant cytotoxic activities in MEC1 cells. Consistently, an inhibitor of sphingosine kinases (SKI) 
cooperated with FTY720 and sphingosine to decrease MEC1 cell survival (Figure 1c). The effect of 
FTY720 and sphingosine on cell death induction was confirmed with primary leukemic cells obtained 
from CLL patients (Figure 1d).  
Next we investigated the biochemical pathways involved in the antileukemic activity of FTY720 and 
sphingosine. Following treatment of MEC1 cells with FTY720 and sphingosine, the cleavage of two 
apoptosis markers, caspase 3 and PARP1 was observed (Figure 2a). Consistent with their lack of cytotoxic 
activities, FTY720-P and S1P had not effect on these biochemical events typical of apoptotic cell death. 
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Caspase 3 activation by FTY720 and sphingosine was confirmed by directly assessing its activity on cell 
lysates obtained from treated leukemic cells (Figure 2b). However, incubation of primary leukemic cells 
with the pan-caspase inhibitor QVD-Oph did not prevent FTY720-induced cell death measured by flow 
cytometric analysis of Annexin V and 7-AAD staining, in contrast to what was observed with the 
proapoptotic compound staurosporine (STS) (Figure 2c). The efficient blockade of caspase 3 by QVD-
Oph was shown further by the analysis of its effect on FTY720-induced caspase 3 activity measured by 
intracellular flow cytometry (Figure 2d). Another pan-caspase inhibitor, ZVAD-fmk, that prevented the 
proteolytic processing of procaspase 3 and PARP1 in MEC1 cells, also failed to block cell death 
(Supplementary Figure S1).  
 
Cell death induced by Fingolimod was associated with autophagolysosome formation and increased 
cathepsin activities. In order to evaluate the role of autophagy in cell death induced by Fingolimod, we 
first assessed the effect of FTY720 and sphingosine in MEC1 cells stably transfected with mCherry-LC3 
(Supplementary Figure S2). Since the redistribution of LC3 to the autophagosomal membranes is 
associated to the process of autophagy (24), examination of the cellular location of fluorescent LC3 allows 
the quantification of autophagosome formation (25). Following treatment with FTY720 and sphingosine, 
mCherry-LC3 redistributed from a diffuse cytoplasmic pattern to a punctate pattern of vesicles stained by 
the lysosome specific fluorescent dye Lysotracker Green, indicating that these compounds effectively 
increased the formation of autophagolysomes in the leukemic cells (Figure 3a). The ultrastructural 
morphological changes associated with the formation of autophagosomes were confirmed by transmission 
electron microscopy analysis. MEC1 cells treated with FTY720 exhibit typical features of cells 
undergoing autophagy such as large vacuoles with double membrane containing digested materials 
(Figure 3b, arrows). During autophagosome formation, the cytosolic form of LC3, LC3-I is matured into 
the autophogosome-associated form LC3-II detectable by immunoblot analysis. As shown in Figure 3c, 
FTY720 and sphingosine, but not their phosphorylated forms FTY720-P and S1P, induced the conversion 
of LC3-I to LC3-II. Of note, treatment of primary leukemic cells with FTY720 led to a similar LC3-I to 
LC3-II conversion, whereas the apoptosis inducer staurosporine had no effect on LC3 conversion 
(Supplementary Figure S3). The effect of FTY720 on autophagic flux was further supported by the 
observations that the lysosomal inhibitor bafilomycin A1 prevented the effect of FTY720 on the reduction 
of the protein levels of p62/SQSTM, a marker of autophagic activity (26) (Supplementary Figure S4). 
Further supporting the notion that FTY720 and sphingosine activated the lysosomal pathway, we found 
that FTY720 and sphingosine significantly increased the activity of two lysosomal proteases, cathepsin B 
and L, a process usually associated with lysosomal membrane permeabilization (Figure 3d). Together, 
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these results indicate that both FTY720 and sphingosine induces autophagy in CLL cells. Because cases of 
cell death by autophagy have been reported (27), we thus examined the effect of bafilomycin A1 and 3-
methyladenine (3MA), two inhibitors of the early and late stages of the autophagy pathway (28), on 
FTY720-induced cell death. When incubated in the presence of QVD-Oph in order to prevent the basal 
toxicity of bafilomycine A1 and 3MA in leukemic cells (data not shown), both compounds cooperated 
with FTY720 to further decrease cell survival (Figure 3e). Moreover, the cathepsin inhibitor CA-074Me 
(29) failed to prevent the cytotoxicity of FTY720 and sphingosine (Figure 3f), although it effectively 
blocked cathepsin B/L in vitro activities (data not shown). These results indicate that autophagic cell death 
does not impart the cytotoxic activities of FTY720 and sphingosine on CLL cells and also that apoptosis is 
not responsible for the accentuated cell death observed when autophagy is blocked.   
 
Fingolimod and sphingosine induces necrotic cell death in CLL cells. Next we examined the 
possibility that FTY720 treated leukemic cells underwent necrotic cell death. Necrosis is a form of cell 
death with typical morphological and biochemical features, including oncosis, plasma membrane 
permeabilization (PMP) and release of cellular content in the extracellular milieu (30, 31). First, we 
examined by flow cytometry the incorporation of the exclusion dye 7-AAD in FTY720-treated MEC1 
cells in the presence of the pan-caspase inhibitor QVD-Oph. As shown in Figure 4a, FTY720 and 
sphingosine, but not by their phosphorylated forms FTY720-P and S1P significantly increased the fraction 
of Annexin V negative and 7-AAD positive cells. FTY720 and sphingosine treatment had similar effect on 
7-AAD incorporation compared to the treatment with hydrogen peroxide (H2O2), a typical inducer of 
necrotic cell death. In contrast, the apoptotic compound staurosporine had no significant effect of 7-AAD 
staining. When assayed in QVD-Oph-treated primary leukemic cells purified from 6 different patients 
with CLL, we confirmed the observations that FTY720, but not staurosporine, increased incorporation of 
7-AAD (Figure 4b). Next, the morphological features typically associated with necrosis were investigated 
by electron microscopy analysis (Figure 4c). In contrast to untreated cells, FTY720 and sphingosine-
treated cells displayed several traits of necrosis, including increased cell volume, organelles swelling and 
loss of mitochondrial ultrastructure, condensation of chromatin into small irregular patches, disruption of 
the plasma cell membrane and translucent cytoplasm. Induction of PMP by FTY720 and sphingosine was 
also evidenced by the increased release of lactate dehydrogenase in cell culture supernatants (Figure 4d). 
In contrast, neither FTY720-P nor S1P were able to induce membrane permeabilization in leukemic cells. 
As a control, the apoptosis inducer staurosporine also failed to induce PMP.  
The measure of the extracellular release of the chromatin-binding protein HMGB1 (high mobility group 
box 1) is a common method for assessing necrotic cell death (31)). Using MEC1 cells stably transfected 
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with HMGB1-EGFP (Supplementary Figure S5), we first observed by fluorescence microscopy that 
addition of FTY720 and sphingosine to the cells resulted in the translocation of HMGB1-EGFP from the 
nucleus to the cytoplasm (Figure 5a). Cellular fractionation further showed that endogenous HMGB1 was 
already detectable in the cytoplasm of MEC1 cells 6 h following the addition of FTY720 (Figure 5b). 
Finally, immunoblot analysis performed on culture supernatants from HMGB1-EGFP transfected cells 
showed that only FTY720 and sphingosine had the capacity to induce the release into the extracellular 
milieu of HMGB1, in contrast to their phosphorylated counterparts or the two apoptosis inducers 
staurosporine and BAY61-3606 (32) (Figure 5c). Collectively, these data indicate the ability of 
Fingolimod and its cellular counterpart sphingosine to induce a necrotic cell death in CLL cells.  
 
FTY720-induced necrotic cell death proceeds independently of RIPK1 and PP2A in CLL cells. A 
major form of necrotic cell death is mediated by the receptor interacting protein (RIP) kinase 1 (RIPK1) 
downstream tumour necrosis factor (TNF) receptor 1 (TNFR1) (33). In order to test whether the pathway 
of necrotic death induced by Fingolimod involves RIPK1 activation, we incubated cells treated with 
FTY720 and QVD-Oph in the presence of the selective RIPK1 inhibitor, Necrostatin-1 (34), and measured 
cell viability. In MEC1 CLL cells, Necrostatin-1 failed to prevent the cytotoxic effect of FTY720 and of 
STS. As a control, cell death induced by TNFα in the presence of QVD-Oph was blocked by Necrostatin-
1 in the promonocytic leukemia cells U937 (Figure 6a).   
The caspase-independent death of CLL cells induced by FTY720 has been linked to the activity of the 
tumor suppressor PP2A, and treatment with the PP2A inhibitor okadaic acid (OA) reduced FTY720-
induced cell toxicity (20). We therefore tested the impact of PP2A inhibition on cell death induction by 
FTY720 in our system. In MEC1 cells treated or not with FTY720 and QVD-Oph in the presence of 
increasing doses of okadaic acid, we observed no effect on the decrease viability induced by FTY720. At 
higher concentrations, okadaic acid was even toxic by itself (Figure 6b). Similar results were obtained 
when we evaluated the impact of okadaic acid on FTY720-induced death of primary leukemic cells from 
CLL patients (data not shown).  
 
FTY720-induced necrotic CLL cell death requires the expression of DRP1. DRP1 (Dynamin Related 
Protein 1) is a cytosolic protein involved in regulation of mitochondrial fission upon its signal-induced 
phosphorylation, translocation and oligomerization at the mitochondrial membrane (35, 36). Recent 
studies have involved DRP1 in several forms of necrotic cell death, including caspase-independent 
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leukemic cell death (37), neuronal cell death (38) and programmed necrosis mediated by RIPK family 
(39). To examine if the necrotic cell death caused by FTY720 treatment implicates DRP1, we first used 
cell fractionation assay and immunoblot analysis of DRP1 location and phosphorylation in MEC1 cells. 
FTY720 treatment induced a prompt relocation (< 15 min) of DRP1 from the cytosol to the 
membrane/organelle fraction enriched in mitochondria as evidenced by VDAC1 (Voltage-dependent 
anion channel 1) immunoblot (Figure 7a).  The relocation of DRP1 to mitochondria, which was observed 
up to 2h following FTY720 treatment, was accompanied by a decreased phosphorylation of DRP1 on 
serine 637 and serine 616, two sites associated with changes in the activity of DRP1 (39-41). Interestingly, 
increased phosphorylation of DRP1 serine 616 was observed after 2 h of FTY720 stimulation. The 
modulation of DRP1 phosphorylation was paralleled by a rapid disparition of the phosphorylated forms of 
ERK1/2 and Akt, whereas increased phosphorylation of p38 was observed in the cytosol of FTY720-
treated cells. When membrane/organelle protein extracts were separated under nonreducing conditions, a 
form of DRP1 migrating with higher apparent molecular weight was observed upon 30 min of FTY720 
stimulation, indicating that FTY720 led to DRP1 dimerization at the mitochondria (Figure 7b). The 
specificity of the anti-DRP1 immunoblots under reduced versus unreduced conditions was confirmed in 
siRNA-mediated DRP1 knockdown cells (Supplemental Figure S6). Fluorescence microscopy analyses 
performed on MEC1 cells shortly transfected with EGFP-DRP1 further confirmed that FTY720 induced a 
massive translocation of DRP1 from the cytosol to the mitochondria as evidenced by the co-localization of 
EGFP-DRP1 with the mitochondrial fluorescent probe Mitotracker following 2 h of FTY720 treatment 
(Figure 7b). In addition, whereas longer overexpression of EGFP-DRP1 proteins in CLL cells resulted in 
the aggravation of cell death induced by FTY720 (Figure 7c), the reduction of endogenous DRP1 
expression by siRNAs against DRP1 significantly impaired the cytotoxic activity of FTY720 in both 
MEC1 cells (Figure 7d) and primary CLL cells (Supplementary Figure S7). PGAM5 (phosphoglycerate 
mutase family member 5) is a serine/threonine phosphatase involved in programmed necrosis mediated by 
DRP1-dependent mitochondrial fragmentation following exposition to reactive oxygen species (ROS) 
(39). Consistently, we observed that the incubation of MEC1 cells with FTY720 and sphingosine for 30 
min generated a significant amount of ROS as compared to H2O2 treatment (Figure 8a), and that PGAM5 
knockdown impaired CLL cell death induced by FTY720 (Figure 8b).   
 
Discussion 
Fingolimod (FTY720) is used as an immunosuppressive drug in Multiple Sclerosis (MS) (6). This effect is 
mediated by phosphorylated FTY720 through S1P receptors at low nanomolar concentrations (42). The 
cytotoxic effect induced by FTY720 requires higher concentration of drug than for its immunosuppressive 
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action. To induce cytotoxicity, the IC50 of FTY720 treatment ranges from 4 to 13μM depending of the 
type of neoplastic cells (14) (17, 20) (16, 18). However, high doses of FTY720 up to 10mg/kg/day have 
been administrated orally or intraperitoneally to mice with anti-neoplasic effect, without any apparent 
toxicity (16, 43). S1P and phosphorylated FTY720 neither induced autophagy nor cell death in CLL cells, 
and S1P failed to rescue MEC1 cells from death induced by FTY720. In addition, a sphingosine kinase 
inhibitor, that is known to inhibit the phosphorylation of FTY720 and sphingosine, increased their 
cytotoxicity in CLL cells. All these data indicate that FTY720 cytotoxicity is not mediated by FTY720-P 
through S1P receptors, consistent with previous reports (16, 20, 43).   
FTY720 has a cytotoxic effect in various types of cancer, but the exact underlying mechanisms are still 
unclear (21). Several studies indicate a cell type-specific effect of FTY720. It induces caspase-dependent 
apoptosis in both MCF7 breast cancer cells (12) and Huh7 hepatoma cells (13), whereas inhibition of 
caspase does not inhibit its cytotoxicity in ovarian cancer (14) and in haematological cancers (17, 19, 20), 
in agreement with our observations in CLL cells. Despite induction of autophagy in CLL cells, as well as 
in other cancers (14, 17), FTY720 did not cause autophagic CLL cell death and autophagy inhibitors 
aggravated its antileukemic activity. Autophagy is a lysosomal degradation pathway that is essential for 
survival, differentiation and homeostasis, and principally serves an adaptive role to protect organisms 
against diverse pathologies, including infections, cancer, and neurodegeneration. The autophagic process 
caused by FTY720 may thus serve as a defense mechanism in leukemic cells against the stress caused by 
its own cytotoxic activity. In line with this notion, FTY720 stimulation induced a rapid phosphorylation of 
the MAPK p38, a kinase involved in stress responses. Thus, the apoptotic features that we observed in 
CLL cells stimulated by FTY720 and its cellular analogue sphingosine can thus be seen as the failure to 
adapt to cellular stress through the autophagic pathway. In addition, the observed activation of effector 
caspases could be the consequence of the FTY720-induced release of cathepsins B and L, a group of 
lysosomal cysteine proteases that have been linked to the activation of the mitochondrial pathway of 
apoptosis (44) (45). Consistently, the conversion of sphingomyelin into sphingosine is an important trigger 
of lysosomal apoptosis (45) and TNFα-induced lysosomal membrane permeabilization (LMP) (46).   
Nevertheless, the fact that inhibition of both autophagy and apoptosis did not prevent the cytotoxic action 
of FTY720 in CLL cells led us to examine its action on necrosis, a third type of cell death mechanism long 
regarded as a passive and unregulated process (33). Previous studies showed that FTY720 induced 
caspase-independent cell death or necrosis in ovarian cancer (14), lung tumor (16), and leukemia (17, 20). 
In our study, CLL cells treated with FTY720 clearly displayed both morphological and biochemical 
features of cells undergoing necrosis (31, 33), including cytoplasmic swelling, mitochondrial and plasma 
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membrane alteration, activation of cathepsins, nuclear dye staining, and extracellular release of the nuclear 
protein HMGB1 and of the cytosolic enzyme LDH.  
Recent studies have implicated the binding of FTY720 to the inhibitor of PP2A, I2PP2A/SET, in the 
killing effect of FTY720 (16, 18, 22). In CLL cells, FTY720-induced caspase independent cell death was 
also linked to PP2A activation (20) and the oncoprotein SET was found overexpressed (47). However, we 
found no evidence that the toxicity of FTY720 in CLL cells involved PP2A activity, because the PP2A 
inhibitor okadaic acid could not prevent the effect of FTY720 on cell death at a range of concentrations 
from 0.1 to 100 nM, even in the presence of the apoptosis inhibitor QVD-OPH. Currently, the reason for 
this discrepancy is unknown but the activation of PP2A downstream FTY720 was not implicated in 
several other malignancies, such as acute lymphoblastic leukemia (17), ovarian (14) and hepatocellular 
carcinomas (13). Another molecular pathway leading to regulated necrosis is initiated by the ligation of 
death receptors, such as CD95, TNFR1/2 and TNF-related apoptosis-inducing ligand receptors 
(TRAILR1/2), in the presence of either endogenous or exogenous inhibitors of apoptosis. The process of 
regulated necrosis also requires the activity of RIPK1/3 (33). Interestingly, the PP2A-dependent killing 
effect of FTY720 in lung cancer was recently linked to the activation of RIPK1 (16). In contrast, the 
cytotoxicity of FTY720 in CLL cells appears independent of RIPK1 activity, because Necrostatin-1, a 
higly specific inhibitor of RIPK1 (34), could not prevent the loss of cell viability induced by FTY720 in 
leukemic cells. This could reflect the recently described inability of CLL cells to assemble a ripoptosome 
complex upon IAP degradation (48). However, the implication of RIPK3 in FTY720-induced necroptosis 
in CLL cells can not be rule out, in line of a recent study that has indicated that RIPK1 is not mandatory in 
programmed necrotic death caused by TNFa (49).  
In addition to lysosomal and plasma membranes ruptures, necroptosis involves the active impairment of 
mitochondrial functions (33). Recent reports have implicated the regulator of mitochondrial fission, DRP1 
(35), in multiple necrosis pathways (39). Mitochondria dynamics involve constant fusion and fission 
processes that play a crucial role in the maintenance of mitochondrial functions and in cellular adaptation 
to physiological and pathological cues. In mammalian cells, binding of DRP1 to Fis1 and Mff on the outer 
mitochondrial membrane regulates mitochondrial fission, whereas mitochondrial fusion relies on 
mitofusins and optic atrophy 1 (OPA1) (36, 50). Importantly, the activity of DRP1 in regulated by post-
translational modifications, such as reversible phosphorylation events (36). Notably, DRP1 activity and 
mitochondrial fission are prevented when DRP1 is phosphorylated by cyclic AMP-dependent kinase 
(PKA) at serine 637 phosphorylation (40, 41). In this study, we found that siRNA-mediated knockdown of 
DRP1 significantly reduced the killling effect of FTY720 in CLL cells, whereas DRP1 overexpression 
dramatically increased cell death. FTY720 treatment also caused a very rapid relocation of DRP1 to 
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mitochondria, accompanied by dephosphorylation of DRP1 at serine 637 in leukemic cells. Interestingly, a 
previous study has shown that DRP1 expression correlated with the susceptibility of normal and leukemic 
B cells to undergo regulated necrosis following the engagement of CD47 (37). Consistent with FTY720-
mediated events involved in CLL cells necrosis, CD47 ligation on B cells resulted in the translocation of 
DRP1 from the cytosol to mitochondria, impairment of the mitochondrial electron transport chain, a drop 
in ATP levels and ROS generation (37). The mitochondrial protein phosphatase phosphoglycerate 
mutase/protein phosphatase 5, PGAM5 was recently identified as a DRP1 serine 637 phosphatase during 
extrinsic necrosis caused by TNFa and intrinsic necrosis caused by calcium overload and ROS production 
(39). In line with these results, FTY720 and sphingosine treatment promotes a rapid increase in ROS 
production in CLL cells that is consistent with the kinetics of DRP1 activation and the suppression of 
PGAM5 expression impaired FTY720-induced cytotoxicity.  Of note, similar early generation of ROS 
have been reported in other cancer cells exposed to FTY720 (17) (Liu, CCR 2010, 16/3182, MCL), and a 
link between sphingolipids metabolism and the release of ROS by the mitochondria has been described 
(51-53). Because C16-ceramide and sphingosine have been shown to inhibit complex IV activity in 
isolated mitochondria (53), one can speculate that exposition to FTY720 affects the respiratory chain of 
CLL cells, resulting in ROS production and PGAM5 activation. Together with the release of lysosomal 
proteases that are critical actors of cell death pathways (45), the destabilization of mitochondria by 
FTY720 is likely to explain the multiple intricated events of cell death observed in FTY720-treated CLL 
cells. Finally, a late increase in the phosphorylation of DRP1 at serine 616 was also observed following 
FTY720 stimulation. Because the phosphorylation by cyclin-dependent kinase Cdk1 at serine 616 has 
been linked to DRP1-mediated mitochondrial fission during mitosis (54), the significance of this event for 
FTY720-mediated cell death is unclear. However, it is possible that DRP1 serine 616 represents a 
substrate for other kinases involved in the regulation of intrinsic necrotic death pathways.  
In conclusion, we propose that the treatment of CLL cells by Fingolimod mimics some intracellular 
effects of sphingosine, including ROS generation, lysosomal membrane permeabilization and cathepsins 
activation. In addition to mitochondrial uncoupling and lipid peroxidation (33), ROS would activate 
PGAM5, leading to DRP1 dephosphorylation at the mitochondria outer membrane, increased 
mitochondrial fragmentation activity and subsequent necrosis (Figure 8c). The combination of 
fludarabine, rituximab and cyclophosphamide has significantly improved the outcome of patients with 
CLL. Regardless to this success, some patients relapse and develop neoplastic cells resistant to 
conventional therapy and apoptotic cell death (3). In this context, the pronecrotic activity of FTY720 
should prove clinically useful in the treatment of refractory CLL.  
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Materials and Methods 
Cell lines, Primary cell preparation and culture conditions. The human B chronic lymphocytic leukemia 
cell line MEC1 (23) was from DSMZ (Germany). The human promonocytic leukemia cell line U937 was from 
the American Type Culture Collection (ATCC). Primary CLL cells were obtained at the Nice University 
Hospital (CHU Nice) from peripheral blood samples of CLL patients after informed consent. The diagnosis of 
CLL was based on clinical and immunophenotypic criteria (1). All patients included in this study were either 
untreated or had not received chemotherapy or steroids for at least 6 months prior to the investigation. 
Peripheral mononuclear cells were isolated from peripheral blood by Ficoll-Hypaque density gradient 
centrifugation. Leukemic B cells were isolated by magnetic selection as previously described (32, 55). Cells 
were cultured in RPMI 1640 medium (Gibco, UK) at 37°C in 5% CO2 atmosphere. Medium was 
supplemented with 10% foetal bovine serum (Hyclone, USA), 1% penicillin G/streptomycin, and 1% pyruvate 
(Gibco). 
Reagents, Antibodies, siRNA and Plasmids. Sphingosine, phosphoryled form of sphingosine (S1P), 
staurosporine (STS), bafilomycine, 3-methyl adenosine (3MA), TNFα were provided by Sigma Aldrich (St 
Louis, MI), sphingosine kinase inhibitor 2, FTY720phosphate by Cayman Chemical (Ann Arbor, MI), FTY720 
by Calbiochem (La Jolla, CA), QVD-OPH by MP-Biomedicals (Aurora, OH) and Necrostatin-1 by Enzo 
(France). Antibodies against Caspase-3, LCR, HMGB1, VDAC-1, phosphorylated forms of DRP1, P-
p38MAPK, P-JNK, SMAC and HRP-conjugated secondary antibodies were purchased from Cell Signaling 
Technology (Beverly, MA), against PARP-1 from Calbiochem (La Jolla, CA), against α-tubulin from Sigma 
Aldrich (St Louis, MI), against nucleoporine, DRP-1, PGAM5 and ERK2 from Santa Cruz Biotechnology 
(Santa Cruz, CA). DRP1 and PGAM5 siRNA were from Santa Cruz Biotechnology and Dharmacon, 
respectively. The plasmid for HMGB1-EGFP was described before (56). The plasmid encoding EGFP-DRP1 
was a kind gift from M. Schrader (57). To generate the mCherry-LC3 construct, GFP cDNA from a GFP-LC3 
plasmid (Cell Biolabs) was replaced by mCherry sequence using BsrG1 and SalI enzymes. mCherry-LC3 
cDNA was then cloned into pRRLSIN.cPPT.PGK-EGFP.WPRE vector (Addgene plasmid #12252) using AgeI 
and SalI  restriction sites in place of EGFP cDNA.  
Analysis of ROS production and cell viability. Cells were seeded in triplicates into 96-well plates. After the 
indicated treatments at 37°C, cell metabolism was measured by a MTS conversion assay using the CellTiter 
96® Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation kit (Promega, Madison WI) according to the manufacturer 
instructions. Cell death was assessed by flow cytometry (BD FACSCanto II, BD Biosciences) following 
staining with Annexin V-PE/7-AAD (BD Pharmingen) as previously described (32), or by measurement of 
LDH release using the CytoTox-ONE homogeneous membrane integrity assay as recommended by the 
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manufacturer (Promega). Cellular ROS detection was performed using carboxy-H2DCFDA staining according 
to the manufacturer’s instructions (Invitrogen), followed by flow cytometry analysis.  
Caspase-3 and Cathepsin activity measurement. After stimulation, cells were lysed for 30 minutes at 4°C in 
lysis buffer (50 mM TRIS pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1% Triton X-100) and cellular extracts were 
incubated in 96-well plates with z-FR-AMC (cathepsin B/L) or Ac-DEVD-AMC (caspase 3) as substrates at 
37°C. Cathepsin and caspase-3 activities were measured by following emission at 460nm (excitation at 
390nm). Enzyme activities were expressed as arbitrary units/mg of protein. Each experiment was performed in 
quadruplicates and repeated at least three times. Caspase-3 activity was also measured by flow cytometry using 
anti-active caspase-3-FITC antibody (BD Pharmingen) as described before (32).  
Cell transfection. Stable transfections into MEC1 cells were performed by electroporation (270mV, 975µF) 
using a Gene Pulser system (Bio-Rad Laboratories). Transfected cells were transferred to 37°C preheated 
medium and after 24 hrs at 37°C, 5% CO2, cells were selected in geneticin-containing culture medium. 
Transient transfections into MEC1 or primary leukemic cells were performed using the AMAXA nucleofection 
system (Lonza, Switzerland) as previously described (32).  
Subcellular fractionation and Western blot analysis. For preparation of nuclear, microsomal and 
cytoplasmic protein extracts, cell extracts from 1x106 were prepared using the ProteoExtract Subcellular 
proteome extraction kit (Merck, Germany), according to the manufacturer instructions. For preparation of 
whole-cell lysates, cells were lysed in ice-cold lysis buffer: 1% Triton X-100 in 150 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCl, pH 7.5, 0.1% SDS, 0.1% sodium deoxycholate supplemented with protease and phosphatase inhibitors 
(Roche Diagnostics) for 30 min on ice. Lysates were clarified by centrifugation at 15,000 g for 15 minutes at 
4°C. Protein extracts (30 µg per lane) were then separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose 
membrane. Membranes were probed by immunoblotting with primary and horseradish peroxidase (HRP)–
conjugated proper secondary antibodies followed by enhanced chemiluminescence detection. Intensity of the 
bands was evaluated and optic densities (OD) were compared using ImageJ software. 
Fluorescence microscopy. Cells stably transfected with mCherry-LC3 or HMGB1-EGFP were seeded onto 
sterile chamber slide and treated with different reagents for the indicated times at 37°C. Cells were then 
incubated with 300 nM DAPI (Sigma-Aldrich) in the presence or not of 100 nM LysoTracker Green 
(Invitrogen) for 30 min at 37°C, centrifugated and resuspended in fresh prewarmed culture medium. Cells were 
then analyzed using a Zeiss Axiovert 200M fluorescence microscope (Zeiss Leica Microsystems, ON) 
equipped by a Hamamatsu ORCA-ER digital camera (Hamamatsu, Japan). Image analysis was performed with 
Volocity software (Improvision Inc, Waltham, MA). The EGFP-DRP1 vector was transfected into MEC1 cells 
for 4 h at 37°C in the presence of QVD-OPH. Cells were then treated or not with 10µM FTY720 for the next 2 
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h and incubated with 100 nM Mitotracker Red (Invitrogen) for 30 min. Cells were washed, fixed and mounted 
in Mowiol 4-88 (Sigma) prior to confocal microscopy analysis performed as described before (Larbret, 2013).  
Electron microscopy. Electron microscopy was performed on the CCMA EM Core facility (University of 
Nice Sophia Antipolis). Cells were pelleted and fixed with 1.6% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer 
pH 7.2 at room temperature, washed with the same buffer, and then postfixed with 1% osmium 
tetroxide and 1% potassium ferricyanid. Finally, cells were rinsed with distilled water, dehydrated with 
ethanol and embedded in Epon. Ultrathin sections were contrasted with 4% uranyl acetate and lead 
nitrate and examined under a JEOL JEM-1400 transmission electron microscope equipped with a Morada 
CCD camera (Olympus).  
Statistical analysis. Comparisons between two groups were performed using the Wilcoxon signed rank test for 
paired measures and between multiple groups using the Friedman test. Difference was statistically significant 
for p<0.05. 
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Figure Legends 
Figure 1 The cytotoxic effects of FTY720 and sphingosine in CLL cells. (a) MEC1 cells were incubated 
with increasing concentrations of FTY720 (FTY720) during 24, 48 or 72h at 37°C. Cell metabolism was 
measured by a MTS conversion assay as described in Materials and Methods section. (b) MEC1 cells were 
treated for 24h at 37°C with FTY720 or sphingosine (Sph) at different concentrations. Cell metabolism 
was measured as in (a). (c) MEC1 cell were treated for 24 h with increasing amounts of FTY720-P, 
FTY720, sphingosine kinase inhibitor (SKI), sphingosine-1-P (S1P) or sphingosine in the presence or not 
of 5μM SKI. Cell viability was assessed with AnnexinV and 7-AAD flow cytometry staining and 
represented as the percentage of AnnexinV-/7-AAD- cells. Data represent the mean ± s.d from two 
independent experiments performed in duplicate. (d) Primary leukemic B cells purified from 8 CLL 
patients were treated with 10μM FTY720, 20μM Sphingosine or 1μM staurosporine (STS) for 24 hours at 
37°C. Cell viability was assessed as in (c). Bars indicate the mean of data obtained from the individual 
patient cell samples. * indicates a statistical significance (p<0.01).  
 
Figure 2 FTY720 induces a caspase-independent cell death in CLL cells. (a) MEC1 cells were treated 
with 10μM FTY720, 10μM FTY720-P, 20μM Sph, 20μM S1P or 1μM STS for 24 h at 37°C. Cells were 
lysed and proteins were subjected to immunoblot analysis with anti-PARP1 and anti-caspase 3 using 
ERK2 antibody as a loading control. (b) MEC1 cells incubated with 10μM FTY720 or 20μM Sph for 24h 
were lysed in caspase buffer and caspase activity was determined as described in Materials and Methods 
section. Data are the mean ± s.d of quadruplicate determinations. (c) MEC1 cells were treated with 10μM 
FTY720 or 1μM STS in the presence or not of 20μM QVD-Oph for 24h at 37°C. Cell viability was 
assessed by Annexin-V/7-AAD staining. Numbers represent the percentage of AnnexinV-/7-AAD- cells 
expressed as the mean ± s.d of three independent determinations. (d) Cells were treated as in (c) and 
caspase-3 activity was measured by flow cytometry using anti-active caspase 3-FITC staining. Data 
represent the mean fluorescence intensity (MFI) of active caspase 3 staining from two independent 
experiments in duplicates (*, p<0.01).  
 
Figure 3 FTY720 leads to autophagolysosome formation and cathepsin activation in CLL cells. (a) MEC1 
cells stably transfected with mCherry-LC3 were treated with 10μM FTY720 or 20μM Sph. After 24h at 
37°C, nuclei and lysosomes were respectively stained with DAPI and LysoTracker Green for 30 min at 
37°C. Cells were then analyzed under a fluorescence microscope. Arrowheads show representative 
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accumulations of mCherry-LC3 in intracytoplasmic vesicles stained by the LysoTracker dye (left panels). 
Histograms represent the percentage of cells with mCherry-LC3 positive vesicles counted from >200 
cells. Data are expressed as the mean ± s.d of two independent determinations (*, p<0.001). Scale bar = 
5µm. (b) MEC1 cells were treated during 24 hours with 10μM FTY720, 10μM FTY720-P, 20μM Sph or 
20μM S1P. Cell lysates were analysed by immunoblot with anti-LC3 antibody. ERK2 was used as a 
loading control. (c) Transmission electron microscopy analysis was performed on MEC1 cells treated with 
10μM FTY720 for 24 hours at 37°C. Micrographs depict large autophagic vacuoles with typical double 
membrane containing digested materials (arrow). (d) MEC1 cells incubated with 10μM FTY720 or 20μM 
Sph for 24h were lysed and cathepsin B and L activity was determined as described in Materials and 
Methods section. Data are the mean ± s.d of quadruplicate determinations. (e) Cells were treated with 
1µM of the cathepsin inhibitor CA074 for 1h at 37°C prior treatment with 10μM FTY720 or 20μM 
Sphingosine 24 hours. Cell metabolism was measured by a MTS conversion assay. Data are the mean ± 
s.d from two independent experiments performed in triplicates. (f) Cells were incubated with 25nM 
Bafilomycin or 2.5mM 3-methyladenine (3MA) in the presence of 20µM QVD-Oph 1h at 37°C. 10μM 
FTY720 or control vehicle was then added for 24h. Cell metabolism was measured as in (e). Histograms 
show mean ± s.d from two independent experiments.  
 
Figure 4 FTY720 and Sphingosine induce necrotic death in MEC1 cells and in primary leukemic cells. (a) 
MEC1 cells were treated with 10μM FTY720, 10μM FTY720-P, 20μM Sph, 20μM S1P, or 1mM H2O2 in 
the presence of 20μM QVD-Oph, and with 1μM STS in the absence of QVD-Oph overnight at 37°C. Cell 
necrosis was assessed by AnnexinV and 7-AAD staining and represented as the percentage of AnnexinV-
/7-AAD+ cells. Histograms show the mean ± s.d of 3 independently performed experiments (*, p<0.01). 
(b) MEC1 cells were incubated with 10μM FTY720 (1, 2), 20μM Sph  (3), or control vehicle (4) in the 
presence of 20µM QVD-Oph for 16h at 37°C. Cells were then analyzed by electron microscopy analysis 
and representative images are shown. Ultrastructural features of necrosis include increased cell volume 
(oncosis), organelles swelling and loss of mitochondrial ultrastructure (arrows), condensation of chromatin 
into small irregular patches (*), disruption of the plasma cell membrane (arrowhead) and translucent 
cytoplasm (#). (c) Primary leukemic cells purified from CLL patients were treated during 24 hours with 
10μM FTY720 in the presence of QVD-Oph or with 1μM STS in the absence of QVD-Oph. The 
percentage of necrotic cells in each conditions was examined by AnnexinV/7-AAD staining (% of 
AnnexinV-/7-AAD+ cells). Upper panels show a FACS analysis from one patient sample. Numbers 
represent the averaged percentage of AnnexinV-/7-AAD+ cells ± s.d of 2 independent determinations. 
Lower histograms display the results obtained from 6 CLL patient samples analyzed in duplicates. 
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Differences are statistically significant (*, p=0.03). (d) MEC1 cells were treated as described in (a). LDH 
release in the cell culture supernatants was determined as described in the Materials and Methods section. 
Data are shown as the fold change over control vehicule-treated cells ± s.d of triplicate determinations.  
 
 
Figure 5 FTY720 promotes HMGB1 release from CLL cells. (a) MEC1 cells stably transfected with 
HMGB1-EGFP were treated with 10μM FTY720 or 20μM Sph for 16h at 37°C. After nucleus staining 
with DAPI, cells were analyzed with a fluorescence microscope. Arrowheads show representative 
accumulation of HMGB1-EGFP in the cytoplasm (upper panels). Lower histograms represent the 
percentage of cells with cytoplasmic HMGB1-EGFP counted from >200 cells. Data are expressed as the 
mean ± s.d of two independent determinations (*, p<0.01). Scale bar = 10µm. (b) MEC1 cells were treated 
either with DMSO (Ctrl) for 24h or with 10μM FTY720 for 6h and 24h at 37°C. Cell extracts were then 
fractionated and same amounts of nuclear and cytoplasmic protein extracts were immunoblotted with 
antibodies against HMGB1, tubulin and nucleoporin. (c) HMGB1-EGFP transfected MEC1 cells were 
treated with DMSO (Ctrl), 10 µM FTY720 or FTY720-P, 20 µM Sph or S1P, 5µM BAY61-3606 (Syk 
inh.) or 1µM STS for 24 h at 37°C. Cell culture supernatants were collected and equal amounts of 
extracellular proteins from each condition were resolved on SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose 
membranes. Following staining with Ponceau solution, membranes were immunoblotted with antibodies 
against EGFP and fibronectin.  
 
Figure 6 FTY720 causes cell death independently of RIPK1 and PP2A in MEC1 cells. (a) MEC1 and 
U937 cells were incubated with 20 µM necrostatin-1 (Nec-1) for 1h at 37°C. MEC1 cells were then left 
untreated or treated with 10µM FTY720 with and 20µM QVD-Oph or 1µM STS, whereas U937 were 
untreated or treated with 10ng/ml TNFα for 48h at 37°C. Cell metabolism was measured by a MTS 
conversion assay. Data represent the mean ± s.d of three independent determinations. (b) MEC1 cells were 
treated with the indicated doses of okadaic acid (OA) in the presence or not of 20µM QVD-OPH. Cells 
were then either left untreated or treated with 10µM FTY720 for 24h and cell metabolism was determined 
as in (a).  
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Figure 7 CLL cell necrosis induced by FTY720 is DRP1-dependent. (a) MEC1 cells were treated during 
0, 15, 30 and 120 min with 10μM FTY720. Cell extracts were fractionated and same amounts of 
membrane/organelle and cytoplasmic protein extracts were immunoblotted with antibodies against total 
DRP1, tubulin and VDAC-1 or phosphorylated forms of DRP1, p38, ERK1/2, JNK, and AKT. (b) 
Membrane/organelle protein extracts were prepared from MEC1 cells treated with 10 µM of FTY720 for 
the indicated times at 37°C. Equal amounts of proteins were separated by SDS-PAGE under non reducing 
conditions and immunoblotted with antibodies against DRP1 and the mitochondrial protein SMAC as 
loading control.  (c) MEC1 cells transfected with EGFP-DRP1 for 4 h in the presence of QVD-OPH were 
treated or not with 10μM FTY720 for 2 h at 37°C. After mitochondria staining with Mitotracker Red, cells 
were imaged with confocal microscopy. Arrowheads show representative accumulation of EGFP-DRP1 at 
the mitochondria (left panels). Right histograms represent the percentage of cells with mitochondrial 
EGFP-DRP1 counted from >30 EGFP+ cells. Data are expressed as the mean ± s.d of 6 independent fields 
(*, p<0.05). Scale bar = 5 µm. (d) MEC1 cells were transfected with plasmids encoding EGFP or EGFP-
DRP1 overnight at 37°C. Cells were then incubated with or without 10μM FTY720 in the presence of 
20μM QVD. Cell viability was assessed by Annexin-V/7-AAD staining. Histograms represent the mean ± 
s.d from 2 independent experiments. Control immunoblots (right panels) show the expression of EGFP-
DRP1 in transfected cells. (e) MEC1 cells were transfected with luciferase siRNA (siCtrl) and DRP1 
siRNA (siDRP1) overnight at 37°C. Cells were then treated with 10 µM FTY720 in the presence of QVD-
OPH for 24h and cell viability was analyzed as in (c). Data are mean ± s.d from 2 independent 
experiments (*, p<0.01). Lysates from transfected cells MEC1 were immunoblotted with DRP1 and 
tubulin antibodies (right panels).  
 
Figure 8 FTY720-induced cell death involves early ROS production and PGAM5 expression. (a) Cells 
were labeled with 5 µM carboxy-H2DCFDA in serum-free RPMI for 30 min at 37°C, then washed and 
incubated with 10μM FTY720, 20µM Sph or 1µM H202 for 60 min at 37°C in culture medium containing 
QVD-OPH. ROS production was then analyzed by flow cytometry in the presence of trypan blue 
(0.0025% w/v). Data represent the mean ± s.d of two independent determinations. (b) MEC1 cells were 
transfected with luciferase siRNA (siCtrl) and PGAM5 siRNA (siDRP1) overnight at 37°C. Cells were 
then treated with 10 µM FTY720 in the presence of QVD-OPH for 24h and cell viability was analyzed by 
Annexin-V/7-AAD staining. Data are mean ± s.d from 2 independent experiments. Lysates from MEC1 
cells transfected with non-silencing (Ctrl) or PGAM5 siRNAs were immunoblotted with PGAM5 and 
tubulin antibodies (right panels). (c) Model of DRP1-dependent necrotic cell death induced by FTY720 
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and sphingosine in CLL cells. LMP: lysosomal membrane permeabilization; ROS: reactive oxygen 
species; PGAM5: phosphoglycerate mutase family member 5. 
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Discussion 
 
 Le fingolimod ou FTY720 est utilisé comme immunosuppresseur dans la sclérose en plaques 
(Kappos et al., 2010; Khatri et al., 2011). Son action immunosuppressive est médiée par la forme 
phosphorylée du FTY720 qui se lie au récepteur de la sphingosine-1-phosphate (S1P) ou S1PR 
(Brinkmann et al., 2010) et les inactivent en provoquant leur internalisation. L’interaction entre FTY720 
phosphorylé et le S1PR des lymphocytes va entraîner une séquestration des lymphocytes T naïfs et 
centraux-mémoire dans les organes lymphoïdes secondaires et diminuer la synthèse d’interleukine. 
L’interaction entre FTY720 phosphorylé et S1PR joue également un rôle dans la restauration de la 
barrière hémato-méningée et dans la remyélinisation médiée par les oligodendrocytes (Mehling et al., 
2011). 
 Le FTY720 peut également induire un effet cytotoxique sur des cellules néoplasiques, s’il est 
utilisé à des doses supérieures à son action immunosuppressive (Liu et al., 2008; Saddoughi et al., 2013; 
Wallington-Beddoe et al., 2011; Zhang et al., 2010a). Le fingolimod peut donc être également envisagé 
dans les traitements anticancéreux. En effet de fortes de doses de FTY720 (10mg/kg/jour), injectées à 
des souris, montrent une action anti-néoplasique sans pour autant induire de mortalité chez l’animal 
(Neviani et al., 2007; Saddoughi et al., 2013). En revanche l’effet cytotoxique du FTY720 n’est pas médié 
par l’interaction de sa forme phosphorylée sur les S1PR. Le FTY-phosphate n’a pas d’effet cytotoxique sur 
les cellules MEC1 (Figure 1). Il n’entraîne pas de clivage de caspase 3 (Figure 2), n’augmente pas le flux 
autophagique (Figure 3), et n’induit pas de perméabilisation des membranes plasmiques et de libération 
de LDH (Figure 4). Les sphingosine kinases phosphorylent le FTY720 en FTY-phosphate. Les inhibiteurs 
des sphingosine kinases (SKI) empêchent la synthèse de FTY-phosphate et augmentent la cytotoxicité du 
FTY720 (Figure 1). L’absence de cytotoxicité induite par le FTY-phosphate a déjà été décrite dans un 
modèle de leucémie lymphoïde chronique (LLC) (Liu et al., 2008), de leucémie myéloïde chronique, de 
leucémie lymphoïde aiguë (Neviani et al., 2007), de cancer de la prostate (Pchejetski et al., 2010), et dans 
les cancers du poumon (Saddoughi et al., 2013). Seules deux publications rapportent une action anti-
tumorale du FTY-phosphate par son action contre la néo-angiogénèse tumorale secondaire à l’inhibition 
de l’autotaxine (van Meeteren et al., 2008) et des S1PR des cellules endothéliales (LaMontagne et al., 
2006). 
 L’effet anti-tumoral du FTY720 est bien connu, mais les mécanismes de sa cytotoxicité restent 
incertains (Pitman et al., 2012). De nombreuses études indiquent que l’effet du FTY720 est spécifique du 
type cellulaire. Son mécanisme est caspase-dépendant dans les cellules MCF7 du cancer du sein et dans 
les cellules hépatiques Huh7 (Azuma et al., 2002; Hung et al., 2008). Nos résultats montrent que le 
FTY720 induit l’expression de marqueurs classiques de l’apoptose dans notre modèle de LLC : clivage de 
PARP1 et de caspase 3, augmentation de l’activité catalytique de caspase 3 et exposition de la 
phosphatidylsérine sur la face externe de la membrane plasmique (Figure 2). Toutefois, l’utilisation d’un 
inhibiteur pan-caspase n’inhibe pas l’effet cytotoxique du FTY720 sur les cellules MEC1 et l’examen par la 
microscopie électronique ne montre pas d’altération morphologique compatible avec une apoptose. Nos 
observations suggèrent ainsi un mécanisme caspase-indépendant comme cela a déjà été décrit dans la 
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LLC (Liu et al., 2008), dans la leucémie aiguë lymphoïde (Wallington-Beddoe et al., 2011), d’autres 
pathologies hématopoïétiques (Liu et al., 2008) et dans des tumeurs ovariennes (Zhang et al., 2010a). 
 Dans notre modèle, tout comme dans d’autres cancers (Wallington-Beddoe et al., 2011; Zhang et 
al., 2010a), le FTY720 augmente le flux autophagique. Il accroit la lipidation de LC3 et la formation 
d’autophagosome (Figure 3). Le FTY720 induit une autophagie mais il ne provoque pas une mort 
cellulaire par autophagie (Galluzzi et al., 2012). En effet, l’inhibition de l’autophagie, ne modifie pas la 
cytotoxicité du FTY720 (Figure 3) et montre plutôt une aggravation de son effet cytotoxique lorsque 
l’autophagie est inhibée. L’autophagie est un mécanisme de dégradation lysosomale indispensable à 
l’homéostasie, la différenciation et la survie cellulaire. Elle permet une adaptation face à différents stress 
cellulaires, comprenant les infections, les néoplasies, les processus dégénératifs et les stress oxydatifs 
(Das et al., 2012). Parfois, le caractère pro-survie de l’autophagie peut être délétère comme dans 
certaines cellules cancéreuses dont elle favorise la survie et la résistance aux chimiothérapies (Galluzzi et 
al., 2012). Dans la LLC, l’autophagie causée par le FTY720 semble avoir un rôle protecteur visant à aider 
la cellule à se défendre face à l’effet cytotoxique du FTY720. Ceci est supporté par une rapide 
phosphorylation de la MAPK p38, une kinase impliquée dans la réponse au stress, après stimulation par 
le FTY720. Mais cette autophagie ne s’avère pas suffisante pour contrer la toxicité du FTY720. De plus, 
l’activation d’effecteurs des caspases pourrait être la conséquence du relargage  des cathepsins B et L, 
un groupe de protéases lysosomales à cystéine reliées à l’activation de la voie de signalisation de 
l’apoptose mitochondriale (Cesen et al., 2012; Kirkegaard and Jaattela, 2009). D’ailleurs, la conversion de 
la sphingomyéline en sphingosine est un important déclencheur d’apoptose lysosomale et de la 
perméabilisation membranaire lysosomale (LMP) (Cesen et al., 2012; Ullio et al., 2012). 
 L’effet du FTY720 dans la LLC n’étant ni une mort apoptotique, ni une mort autophagique, nos 
observations tendent à montrer qu’il s’agit d’une mort cellulaire par nécrose. La nécrose a été longtemps 
considérée comme une mort passive et non régulée (Vandenabeele et al., 2010). L’induction d’une mort 
nécrotique par le FTY720 a déjà été décrites dans les tumeurs ovariennes (Zhang et al., 2010a) et le 
cancer du poumon (Saddoughi et al., 2013). Nos travaux montrent que le FTY720 induit l’apparition de 
marqueurs de la nécrose. L’analyse en microscopie électronique confirme la morphologie caractéristique 
de nécrose cellulaire des cellules MEC1 traitées par FTY720 (Figure 4) : altérations des mitochondries et 
des membranes plasmiques, ballonnement cellulaire et condensation de la chromatine en amas 
irréguliers. La perméabilisation des membranes plasmiques (PMP) et nucléaire est objectivée par le 
marquage 7AAD en cytométrie de flux (Figure 4), l’augmentation du taux de LDH (Figure 4) et la 
relocalisation d’HMGB1 dans le cytoplasme et dans le milieu extra-cellulaire (Figure 5). L’augmentation 
des cathepsines est en faveur d’une LMP. 
 La nécrose cellulaire a longtemps été considérée comme un phénomène non spécifique, 
incontrôlable et non régulé. On sait aujourd’hui qu’il existe bien des nécroses cellulaires programmées 
(Kaczmarek et al., 2013; Vandenabeele et al., 2010). La voie de nécrose régulée la mieux connue est celle 
du TNFR-1 (récepteur 1 au tumor necrosis factor). La liaison du TNFα à son récepteur TNFR-1 conduit en 
fonction du type cellulaire et du microenvironnement à une survie, une apoptose ou à une nécrose 
cellulaire. Lorsque la caspase 8 est inactivée, l’interaction du TNFα et de son récepteur entraîne une 
phosphorylation de RIPK1 et RIPK3 (receptor interacting protein kinase 1 et 3) et une mort cellulaire par 
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nécrose programmée (Galluzzi et al., 2012). La nécrose induit une dégradation active des mitochondries 
médiée par DRP1 (dynamin related protein 1) (Wang et al., 2012). Les mitochondries sont des organelles 
interconnectées. Elles subissent en permanence des changements dynamiques de fusion et fission en 
fonction des modifications physiologiques ou pathologiques de l’environnement cellulaire. Chez les 
mammifères, la fusion mitochondriale est sous la dépendance des protéines mitofusine et OPA1 (optic 
atrophy 1) tandis que la fission mitochondriale est contrôlée par DRP1 (Otera and Mihara, 2011). 
Pendant la nécrose cellulaire, DRP1 se relocalise du cytoplasme à la membrane mitochondriale. DRP1 
provoque une fragmentation des mitochondries et une altération de la chaîne respiratoire 
mitochondriale, ce qui dissipe le potentiel membranaire mitochondrial, entraîne la génération de 
reactive oxygen species (ROS) et une déplétion en ATP. Le niveau d’expression des ARNm de DRP1 est 
corrélé à la susceptibilité des lymphocytes B à subir une nécrose programmée (Bras et al., 2007). 
L’activité de DRP1 est étroitement contrôlée par ubiquitination, sumoylation et phosphorylation (Knott 
and Bossy-Wetzel, 2008). 
 De récentes études ont montré que la cytotoxicité du FTY720 est dépendante de la protéine 
phosphatase 2A (PP2A) dans des tumeurs pulmonaires (Saddoughi et al., 2013) et dans des hémopathies 
(Neviani et al., 2007; Oaks et al., 2013). Le FTY720 et les céramides activent PP2A en se liant directement 
à son inhibiteur, I2PP2A/SET, ce qui augmente l’activité phosphatase de PP2A (Ogretmen and Hannun, 
2004; Saddoughi et al., 2013). PP2A activé peut alors déphosphoryler DRP1 sur la sérine 656 ce qui 
conduit à une fragmentation mitochondriale (Dickey and Strack, 2011). L’acide okadaïque est un 
inhibiteur de PP2A, certaines études montrent qu’il inhibe l’effet cytotoxique du FTY720 (Liu et al., 2008; 
Neviani et al., 2007; Saddoughi et al., 2013). Cependant, nos résultats ne montrent aucun effet de l’acide 
okadaïque sur la mort induite par le FTY720 dans les cellules de LLC MEC1. Même si la raison de cet 
échappement à l’activation de PP2A est encore inconnue, elle a été décrite dans d’autres cancers tels la 
leucémie lymphoblastique aiguë (Wallington-Beddoe et al., 2011) et les carcinomes ovariens (Zhang et 
al., 2010a) ou hépatocytaires (Hung et al., 2008). D’un autre côté l’activation de la nécrose par les 
récepteurs CD95, TNFR1 ou TRAILR1 et 2 (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptors) est médiée 
par les protéines RIPK1 et RIPK3. Dans ce contexte, nos résultats ont montré que l’effet du FTY720 dans 
la LLC est RIPK1-indépendant car l’utilisation de la Necrostatin-1, un inhibiteur hautement spécifique de 
RIPK1, ne parvient pas à inhiber la mort entrainée par le FTY720 (figure 6). Une explication à ceci pourrait 
provenir de l’incapacité des cellules de la LLC à former un complexe « Ripoptosome » fonctionnel comme 
décrit récemment (Maas et al., 2013). 
Une autre hypothèse pour expliquer le déclenchement de la nécrose par le FTY720 est 
l’activation de DRP1 par le FTY720 via la génération de ROS et l’action de PGAM5 (mitochondrial protein 
phosphatase phosphoglycerate mutase/protein phosphatase 5). En effet, le FTY720 est un analogue de la 
sphingosine qui peut être transformé en céramide par les céramide-synthases. La sphingosine peut 
provoquer une perméabilisation de la membrane lysosomale et la libération des protéases lysosomales 
(dont des cathepsines) dans le cytosol entrainant une génération de ROS (Kagedal et al., 2001). Il a déjà 
été démontré que le FTY720 induisait une production de ROS dans des tumeurs hépatiques (Hung et al., 
2008) et dans des hémopathies malignes (Liu et al., 2010; Wallington-Beddoe et al., 2011). Les ROS 
entraînent un cercle vicieux de dommages cellulaires accompagnés d’altérations mitochondriales et de 
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peroxydation des lipides membranaires (Vandenabeele et al., 2010). La céramide C16 et la sphingosine 
ont démontré un pouvoir d’inhibition de l’activité du complexe IV de mitochondries isolées (Cesen et al., 
2012). On peut penser que le FTY720 affecte les chaînes respiratoires mitochondriales dans la LLC. Ce 
processus va générer des ROS qui vont activer PGAM5 via Keap-1 (Lo and Hannink, 2008), une protéine 
sensible aux variations du potentiel redox cellulaire. PGAM5 est une enzyme clé de la voie intrinsèque de 
nécrose cellulaire programmée. Elle se lie au nécrosome dans une atmosphère hydrophobe, 
probablement au site de fission mitochondriale où est localisée DRP1. PGAM5 déphosphoryle DRP1 sur 
la sérine 637, augmente son activité GTPase et stabilise sa localisation sur la membrane mitochondriale 
(Wang et al., 2012). L’activité de DRP1 est en effet régulée par des modifications post-traductionnelles 
dont sa phosphorylation réversible sur plusieurs sites (Westermann, 2010). Parmi ses phosphorylations, 
la phosphorylation sur la sérine 637 par la PKA (cyclic AMP-dependent kinase) va inhiber l’activité de 
fission mitochondriale de DRP1 (Chang and Blackstone, 2007; Cribbs and Strack, 2007). Nos travaux 
montrent que le traitement au FTY720 dans la LLC s’accompagne d’une déphosphorylation de DRP1 en 
sérine 637 (Figure 7). Egalement, l’extinction de PGAM5 et de DRP1 permettent de prévenir 
significativement les effets cytotoxiques du FTY720 (Figure 8 et 7), alors que la surexpression de DRP1 
augmente drastiquement la mort cellulaire (Figure 7). Ces résultats démontrent ainsi que l’action du 
FTY720 déclenche une nécrose dépendante de DRP1 et passant par l’activation des ROS et de PGAM5 
(Figure 26). 
La plupart des chimiothérapies anticancéreuses provoquent une mort apoptotique caspase-
dépendante. Les récidives tumorales et les résistances aux chimiothérapies sont secondaires à la 
disparition des voies de signalisation conduisant à l’apoptose dans les cellules tumorales. Le principal 
facteur de mauvais pronostic dans la LLC est la perte de l’expression de p53, qui rend les cellules 
tumorales résistantes à l’action de la fludarabine (Zenz et al., 2012). p53 est un facteur de transcription 
qui active en autre, la protéine BAX qui est responsable d’une perméabilisation de la membrane 
mitochondriale point clé de l’apoptose (Harris and Levine, 2005). Il est donc nécessaire de développer 
des drogues anticancéreuses entraînant d’autres morts cellulaires que l’apoptose. Dans ce contexte, le 
FTY720 qui provoque une nécrose cellulaire programmée dans les cellules de LLC pourrait être 
prometteur dans le traitement des LLC résistantes aux chimiothérapies conventionnelles (Liu et al., 
2008). 
Le FTY720 a un effet cytotoxique dans les hémopathies, mais également un effet 
immunosuppresseur par séquestration des lymphocytes T. Ces deux propriétés pourraient le faire 
indiquer dans les manifestations auto-immunes des hémopathies. En effet, les hémopathies 
s’accompagnent d’un dysfonctionnement des lymphocytes T-régulateurs qui favorise l’émergence de 
maladies auto-immunes (D'Arena et al., 2012). Le Rituximab est couramment utilisé dans cette indication 
avec une bonne efficacité. Il peut cependant être pris en défaut comme dans les neuropathies à 
anticorps anti-MAG où sont action est retardée et objectivée chez seulement 50% des patients traités 
(Delmont et al., 2011). 
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Figure 26 : Mécanismes d’activation de DRP1 par le FTY720 et la sphingosine 
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Discussion générale 
 
Dans les lymphomes non hodgkiniens (LNH) à cellules B matures, de nombreuses mutations 
génétiques et épigénétiques altèrent les voies de signalisation impliquées dans la différenciation, la 
prolifération, la migration et la survie des cellules cancéreuses. Ainsi, il n’est pas rare d’observer dans ces 
pathologies des modifications des voies de signalisation de p53, Wnt, NF-κB et PI3K/AKT (Gasparini et al., 
2014; Ge and Wang, 2010; Hsi, 2012; Rossi et al., 2013; Zenz et al., 2008; Zhang and Kipps, 2014). A côté 
de ces modifications intrinsèques à la cellule maligne, il est reconnu que les signaux du 
microenvironnement tumoral et de la voie du BCR commune à toutes les formes de lymphopathie à 
cellules B matures jouent un rôle essentiel dans le développement et la progression cellulaire des LNH. 
La coopération entre ces différents mécanismes est aussi impliquée dans l’échappement tumoral et la 
résistance aux thérapies conventionnelles et ciblées (Burger, 2011; Burger et al., 2009a; Coupland, 2011; 
Fowler and Davis, 2013; ten Hacken and Burger, 2014; Young and Staudt, 2013). Une caractéristique 
majeure des LNH à cellules B matures est une résistance exacerbée à la mort cellulaire, phénomène qui 
participe à l’agressivité des cellules B cancéreuses et à leur résistance thérapeutique (Mojsa et al., 2014; 
Scarfo and Ghia, 2013; Shain and Tao, 2014; ten Hacken and Burger, 2014). L’identification de nouvelles 
cibles thérapeutiques dans le but de déclencher la mort des cellules malignes nécessite toutefois une 
meilleure compréhension des signaux extracellulaires qui vont favoriser l’inhibition de la mort cellulaire, 
mais également l’identification de nouveaux mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de ce 
processus. 
A ce titre, le métabolisme des sphingolipides, dont la sphingosine et les céramides sont les 
acteurs essentiels, ont une puissante action régulatrice sur les mécanismes de mort cellulaire. Par 
exemple,  CD95L (Fas ligand) induit une augmentation du taux endogène de céramides entraînant une 
apoptose dépendante de caspase 9 (Lafont et al., 2012). Les céramides favorisent la mort cellulaire en 
modulant différentes voies de signalisation cellulaire dont PKC, PP1, JNK (Pitson et al., 2011). Ils 
interviennent aussi dans les mécanismes de mort en formant des macro-domaines dans la membrane 
mitochondriale externe au niveau desquels se polymérisent des protéines Bax pour créer des pores et 
une perméabilisation de la membrane mitochondriale (MOMP) (Lee et al., 2011). Dans les hémopathies 
malignes, les céramides inhibent la phosphorylation de BCL-2 à travers l’activation de PP2A (Protein 
phosphatase 2A), ce qui conduit à une liaison entre p53 et BCL-2 et une mort par apoptose (Deng et al., 
2009). De plus, la stimulation du BCR entraîne une résistance à l’apoptose déclenchée par des inhibiteurs 
de PI3K et de BTK en augmentant la glucosylation des céramides qui perdent ainsi leur potentiel pro-
apoptotique (Schwamb et al., 2012). Le métabolisme des sphingolipides est donc impliqué dans 
l’apoptose intrinsèque et extrinsèque dépendante des mitochondries. Par ailleurs, les sphingolipides 
peuvent également déclencher des morts cellulaires indépendantes des caspases (Kagedal et al., 2001), 
mais dépendante des mitochondries comme le montrent nos travaux sur l’effet cytotoxique du FTY720, 
un analogue de la sphingosine (confère article II).  
Ces dernières années l’intérêt du ciblage du système ubiquitine-protéasome (UPS) a été mis en 
évidence dans les hémopathies malignes. Le ciblage de l‘UPS est illustré en cancérologie par l'utilisation 
de l’inhibiteur du protéasome bortézomib dans le traitement des hémopathies malignes et en particulier 
166 
 
dans le  traitement du myélome multiple (Caravita et al., 2006; Rajkumar et al., 2005). La dégradation 
des protéines par le système ubiquitine-protéasome est un mécanisme finement régulé par les enzymes 
d’ubiquitination et de déubiquitination. Ces enzymes vont participer à la régulation, la stabilisation ou la 
dégradation de nombreuses protéines des voies de signalisation de p53, Wnt, NF-κB, PI3K ou du BCR 
(confère chapitre IV). En particulier, les membres de la famille BCL-2 sont très sensibles à la dégradation 
par le protéasome. La dégradation de BCL-2 ou des membres de cette famille tels MCL-1, très présents 
dans les hémopathies malignes, va entrainer une mort par apoptose (Mojsa et al., 2014; Scarfo and Ghia, 
2013). A l’inverse, l’inhibition complète du protéasome va également entrainer l’accumulation des 
membres pro-apototiques de la famille BCL-2 (BAX, BAK, BAD, BIM, BIK et BID) et conduire à une 
augmentation de l’apoptose cellulaire (Li and Dou, 2000; Naujokat and Hoffmann, 2002). Ainsi le ciblage 
des E3 ligases ou des enzymes de déubiquitination (DUBs) capable de réguler ces protéines et leur 
dégradation au protéasome est une stratégie novatrice et d’intérêt pour le traitement des hémopathies 
lymphoïdes malignes (Crawford and Irvine, 2013).  
Les morts cellulaires déclenchées par la voie des sphingolipides ou le système ubiquitine-
portéasome impliquent très fréquemment la mitochondrie et les membres de la famille BCL-2. Ces deux 
approches, bien que distinctes, se recoupent dans certains de leurs mécanismes. Ainsi, la MOMP 
déclenchée par les céramides, entraine l’activation de PP2A qui a également pour effet d’inactiver AKT et 
d’activer GSK3-β. Or AKT et GSK3-β sont des acteurs importants de la voie du BCR qui vont participer à 
l’inhibition de l’apoptose et la survie cellulaire à travers la stabilisation de MCL-1 (Baudot et al., 2009; 
Gobessi et al., 2009; Maurer et al., 2006). De même, DRP1 qui est impliqué dans la fission mitochondriale 
(Otera and Mihara, 2011), est une protéine qui subit divers processus d’ubiquitination. DRP1 est 
ubiquitinée par la Parkin (Wang et al., 2011a) et MARCH5 (Park et al., 2010) pour conduire à sa 
dégradation par le protéasome. Ce processus participe à la survie cellulaire car un excès de DRP1 
entraine la mort de la cellule. Plus intéressant encore est le rôle de l’E3 ligase HUWE1. Dans le stress 
cellulaire induit par la doxorubicine, HUWE1 est recrutée pour l’ubiquitination de Mfn2, une protéine 
impliquée dans la fusion mitochondriale, et sa dégradation (Leboucher et al., 2012). Mais HUWE1 est 
également une des E3 ligases identifiée dans l’ubiquitination et la dégradation de MCL-1 (Zhong et al., 
2005). Cette E3 ligase se révèle donc importante à la fois dans la voie de survie du BCR et la régulation de 
la mitochondrie. 
Cibler l’UPS peut présenter un intérêt supplémentaire à travers le stress protéotoxique engendré 
par l’accumulation de protéines ubiquitinées mal ou non repliées. L’accumulation de ces protéines induit 
une réponse aux protéines non repliées (Unfolded Protein Response ou UPR) qui peut conduire à 
l’apoptose (Menendez-Benito et al., 2005; Yadav et al., 2014). Une étude récente montre que l’inhibition 
du protéasome, ou des DUBs associées comme USP14 et UCHL5, peut participer au déclenchement de 
l’UPR via PERK et IRE1, des protéines de signalisation du stress du réticulum endoplasmique (RE) (Tian et 
al., 2014). De façon intéressante, une étude a montré que la protéine PERK régule l’homéostasie 
protéique de la mitochondrie et ses réponses aux agressions pathologiques (Rainbolt et al., 2014). Il 
existe donc une intrication importante entre le système ubiquitine-protéasome, la voie de réponse au 
stress protéotoxique et la régulation des fonctions mitochondriales. Dans ce contexte, nos travaux 
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(Article I) et une étude récente réalisée dans la LLC (Krysov et al., 2014) suggèrent un rôle du BCR et du 
microenvironnement tumoral dans la régulation de ces processus. 
Une meilleure connaissance des mécanismes moléculaires impliqués dans 
l’ubiquitination/déubiquitination, la régulation du protéasome, de l’UPR, de la mitochondrie et des 
processus de survie cellulaire qui en découlent, constituera certainement un atout majeur pour 
l’élaboration de nouveaux traitements des hémopathies lymphoïdes malignes et de leurs formes 
résistantes. 
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Annexes 
Annexe I : Profils complets de DUB régulée par le BCR 
 
 
FIGURE 26 : Profils complets de DUB. Des cellules de Ramos sont traitées durant 6h avec du BAY et du WP1130 
dans le panneau de gauche et 30 min avec un Anti-IgM dans le panneau de droite. Les lysats sont incubés 30 min 
avec une sonde HAUB-VS à 37°C puis blottés pour HA et HSP90 en contrôle de charge. 
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Liste des DUBs potentiellement régulées par le BCR 
Protein MW attendu 
(kDa) 
Fonctions décrites 
UCH-L1 ≈38 Hydrolyse l’ubiquitine, les esters et amides en C-terminal. 
Exprimé dans les ovaires testicules et cerveau. Sur exprimé dans les 
lymphomes B, cancer du poumon et cancers colorectaux, il active les 
voies AKT et β-catenin/TCF. Dans les cancers de la prostate, gastrique, 
du rein, le mélanome, et divers carcinomes, il est méthylé et non 
exprimé. 
UCH-L3 ≈38 Hydrolyse l’ubiquitine, glycine et NEDD8 en C-terminal. Augmente 
indirectement la phosphorylation d’IGFIR, AKT et FOXO1 ainsi que la 
signalisation de l’insuline. Requise dans les réponses au stress rétinal,  
aux muscles squelettiques et aux cellules germinales. 
UCH-L5 ≈50 Hydrolyse l’ubiquitine des chaines K48. Se lie au 19S du protéasome. 
Régule la signalisation TGF-β/Smad et le facteur nucléaire κB. 
USP4 ≈130 Recruté au spliceosome avec Start3, régule A2A récepteur et la voie 
Wnt. Régule ARF-BP1, TRAF2 et 6, PDK-1 et RIG-1. Interagit avec Rpn6 
au protéasome. Est phosphorylé par AKT. 
USP5 ≈130 Régule indirectement p53. A un rôle dans le splicing des protéines et 
dans la réparation de la double hélice d’ADN. 
USP7 ≈140 Déubiquitine FOXO4, p53/TP53, MDM2, ERCC6, DNMT1, UHRF1, PTEN 
and DAXX. Joue ainsi un rôle dans la suppression de tumeur, la 
réparation de l’ADN, la réponse immunitaire et le contrôle 
épigénétique. Préférence pour la lysine 48. 
USP8 ≈140 Régule l’ubiquitinination endosomale, le traffic intracellulaire, ainsi 
que le traffic membranaire vers les endosomes précoces. Déubiquitine 
STAM 2, RASGFR1, ESCRT-0, BIRC6/bruce, KIF23/MKLP1, EPS15 et la 
stabilité des tyrosines kinases. 
USP9X ≈290 Surexprimée dans les lymphomes folliculaires, dans les lymphomes B 
et le myélome multiple. Joue un rôle dans la formation du système 
nerveux centrale. Déubiquitine Epsine, Mind Bomb1, Itch, β-catenin, 
Smad4 et MCL-1. 
USP13 ≈90 Orthologue d’USP5 (80%), régule PTEN, STAT1, Siah2 et joue un rôle 
dans la dégradation liée au réticulum endoplasmique. 
USP14 ≈70 Lié au protéasome participe à la régulation de son activité. Régule 
Dishevelled et la voie Wnt ainsi qu’I-κB, CXCR4 et MCL-1. Joue un rôle 
dans les synapses et le développement du système nerveux.  
USP15 ≈130 Régule TGF-β récepteur (via TGFBR1) et la voie NF-κB (via le complexe 
COP9). Déubiquitine la mono-ubiquitination des SMADs 
USP16 ≈130 Déubiquitine l’histone H2A et régule le renouvellement des cellules 
souches hématopoïétiques. 
USP22 ≈70 Déubiquitine l’histone H2A et H2B. Facteur de mauvais pronostic dans 
les cancers de la gorge, du poumon et de la tyroïde. Gère la 
différenciation des cellules souches embryonnaires et régule 
INK4/ARF. 
USP25 ≈130 Lié à la dégradation liée au réticulum endoplasmique. Déubiquitine 
TRAF3, impact la signalisation de l’IL-17. 
USP28 ≈130 Déubiquitine c-MYC et LSD1. 
USP48 ≈130 Régule NHE3. 
OTUD5 ≈70 Déubiquitine p53. 
VCIP135 ≈140 Joue un rôle dans la fusion des membranes de Golgi. 
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Annexe II : Actin CytoFRET, a novel FRET flow cytometry method for detection 
of actin dynamics in resting and activated T cell 
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Résumé  
 
Les lymphomes non hodgkiniens (LNH) sont de plus en plus fréquents et représentent aujourd’hui le 
cinquième groupe de cancer au monde. Leur incidence est en constante augmentation. De fait, les LNH constituent 
un véritable problème de santé publique. Ils regroupent un panel hétérogène de pathologies originaires de cellules 
lymphatiques. Parmi les LNH à cellules B matures, la leucémie lymphoïde chronique (LLC) constitue la forme de 
leucémie de l’adulte la plus fréquente en occident. Les thérapies actuelles, basées sur une combinaison d'agents 
chimiothérapeutiques et d'anticorps monoclonaux, permettent de ralentir la progression des LNH et d'augmenter 
l'espérance de vie, mais ne permettent que rarement une guérison du patient. 
La physiopathologie des LNH à cellules B matures est marquée par d’importants signaux de survie 
provenant du microenvironnement et du récepteur des cellules B (BCR). La signalisation provenant de ces voies va 
entraîner de nombreux processus oncogéniques. Parmi ceux-ci, l’inhibition des mécanismes de la mort cellulaire, 
notamment via la surexpression de protéines de la famille BCL-2 telles que MCL-1, joue un rôle capital dans les 
LNH. Mieux comprendre ces mécanismes est ainsi nécessaire pour mieux appréhender ces pathologies et élaborer 
de nouveaux traitements.  
La protéine anti-apoptotique MCL-1 joue un rôle clé dans la survie des LNH à cellules B matures. Sa demi-
vie très courte fait de cette protéine une cible finement régulée par le système ubiquitine-protéasome. Parmi les 
mécanismes pouvant conduire à la dégradation de MCL-1, son ubiquitination a été mise en exergue dans plusieurs 
travaux récents.  Une première partie de ce travail de thèse a été de déterminer quelles pouvaient être les enzymes 
de déubiquitination (DUBs) impliquées dans la survie des LNH à cellules B matures et la stabilisation de MCL-1. Le 
recourt à de nouveaux agents pharmacologiques inhibiteurs des DUBs ont montré des propriétés cytotoxiques 
intéressantes sur des LNH. Notre étude a permis d’identifier un panel de DUBs potentiellement impliquées dans la 
résistance à l’apoptose et la régulation de MCL-1. Parmi celles-ci, la DUB USP14 qui est liée au système ubiquitine-
protéasome, montre des résultats favorables dans la régulation de MCL-1 et la survie cellulaire. Nos travaux 
montrent également pour la première fois que l’activité DUB des cellules, ainsi que l’activité d’USP14, sont 
directement régulées par la signalisation du BCR via l'activité de la tyrosine kinase SYK. Ces travaux originaux 
mettent en avant l'importance d’USP14 dans ces voies de signalisation et la mort cellulaire. 
Une autre voie d’approche dans les traitements des LNH à cellules B matures cherche à outrepasser la 
résistance à la mort cellulaire et à la déclencher pour permettre l’élimination des cellules cancéreuses. A ce titre, 
l’altération de la voie des sphingolipides peut se traduire par la mort cellulaire. Ainsi, dans des études récentes, le 
FTY720, un analogue de la sphingosine utilisé comme immunosuppresseur dans la sclérose en plaques, a montré un 
effet cytotoxique dans des hémopathies malignes sans toutefois que son mécanisme d’action soit clairement 
expliqué. Une deuxième partie de ce travail de thèse a été de caractériser la mort induite par le FTY720. Employé 
dans la LLC, il montre un effet cytotoxique dose-dépendant. La mort induite par son utilisation présente 
l'expression de marqueurs de l'apoptose, mais nos résultats indiquent que cette mort est en fait indépendante des 
caspases. Il s'avère en être de même pour les marqueurs et les mécanismes de la mort autophagique. Notre étude 
montre que la caractérisation de la morphologie cellulaire et des marqueurs induit par la mort due au FTY720 
correspond en fait à une nécrose cellulaire programmée indépendante de RIPK1, mais dépendante d'une enzyme 
régulatrice de la fission mitochondriale, DRP1. 
L'ensemble des travaux de cette thèse permettent d'approfondir nos connaissances sur les mécanismes et 
les protéines impliquées dans la mort cellulaire. Ils montrent ainsi l'importance des enzymes de déubiquitination et 
des sphingolipides dans la régulation de la survie des LNH à cellules B matures. De plus, ils mettent en avant 
l'intérêt de la DUB USP14 comme nouvelle cible thérapeutique potentielle ainsi que l'utilisation du FTY720 comme 
alternative thérapeutique dans les néoplasies B résistantes aux chimiothérapies usuelles. 
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